Morphologic study of the soleus muscle of rats submitted to ischemia/reperfusion with pentoxifyline by Brasileiro, José Lacerda
JOSÉ LACERDA BRASILEIRO 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ESTUDO MORFOLÓGICO DO MÚSCULO SÓLEO DE RATOS SUBMETIDOS À 
ISQUEMIA E REPERFUSÃO SOB AÇÃO DA PENTOXIFILINA 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tese apresentada à Universidade Federal de 
São Paulo – Escola Paulista de Medicina, 
para obtenção do Título de Mestre em 
Ciências. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SÃO PAULO 
2006 
JOSÉ LACERDA BRASILEIRO 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ESTUDO MORFOLÓGICO DO MÚSCULO SÓLEO DE RATOS SUBMETIDOS À 
ISQUEMIA E REPERFUSÃO SOB AÇÃO DA PENTOXIFILINA 
 
 
 
 
 
Tese apresentada à Universidade Federal de 
São Paulo – Escola Paulista de Medicina, 
para obtenção do Título de Mestre em 
Ciências. 
 
 
 
 
 
 
ORIENTADOR: Prof. Dr. Djalma José Fagundes 
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Celso Massaschi Inouye 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SÃO PAULO 
2006 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Brasileiro, José Lacerda 
         Estudo morfológico do músculo sóleo de ratos submetidos 
à isquemia e reperfusão sob ação da pentoxifilina /José Lacerda 
Brasileiro – São Paulo, 2006. 
         xviii, 58f  
 
         Tese (Mestrado) – Universidade Federal de São Paulo.  Escola 
Paulista de Medicina.  Programa de Pós-Graduação em Cirurgia e 
Experimentação. 
 
         Morphologic study of the soleus muscle of rats submitted to 
ischemia/reperfusion with pentoxifylline. 
 
          1. Isquemia.  2. Reperfusão.  3. Músculo esquelético.  4. 
Ratos.  5. Pentoxifilina.  6. Caspases.  7. Apoptose. 
 
 
 
 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO PAULO 
ESCOLA PAULISTA DE MEDICINA 
UNIFESP-EPM 
 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 
CIRURGIA E EXPERIMENTAÇÃO 
COORDENADOR: Prof. Dr. Djalma José Fagundes 
 
TESE DE MESTRADO 
 
 
AUTOR: José Lacerda Brasileiro 
 
ORIENTADOR: Prof. Dr. Djalma José Fagundes 
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Celso Massaschi Inouye 
 
TÍTULO: Estudo morfológico do músculo sóleo de ratos submetidos à isquemia e reperfusão 
sob ação da pentoxifilina. 
 
BANCA EXAMINADORA: 
 
1- Presidente: Prof. Dr. Djalma José Fagundes 
Professor Adjunto da Disciplina de Técnica Operatória e Cirurgia Experimental da UNIFESP-
EPM. 
 
MEMBROS EFETIVOS: 
 
2 – Prof. Dr. João Francisco Neto 
Professor Adjunto da Disciplina de Técnica Operatória e Cirurgia Experimental do 
Departamento de Cirurgia da UNIFESP-EPM. 
 
3 – Prof. Dr. Marcelo Rosseto 
Professor Adjunto da Disciplina de Cirurgia Plástica do Departamento de Clínica Cirúrgica da 
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul - UFMS. 
 
4 – Prof. Dr. Maldonat Azambuja Santos 
Professor Livre Docente, Chefe da Disciplina de Cirurgia Vascular do Departamento de 
Clínica Cirúrgica da UFMS. 
 
 
MEMBRO SUPLENTE 
1- Prof. Dr. Arthur Silveira de Figueiredo 
Professor Adjunto da Disciplina de Ortopedia e Traumatologia do Departamento de Clínica 
Cirúrgica da UFMS. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Tudo que se faz por amor, sempre se faz além dos limites do bem e do mal”  
 
Nietzsche 
  
DEDICATÓRIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aos meus pais e irmãos pelo constante incentivo às minhas conquistas. 
 
 
 
 
À minha amada esposa Mara Galiz e a minha filha Fernanda por terem me 
proporcionado ajuda e suporte nesta batalha. Vocês foram minha força e inspiração nos 
momentos mais difíceis deste trabalho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
HOMENAGEM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ao Prof. Dr. Djalma José Fagundes, Coordenador do Curso de Pós-Graduação em 
Cirurgia e Experimentação da Universidade Federal de São Paulo - Escola Paulista de 
Medicina pelo amplo conhecimento em pesquisa científica, pela orientação e atenção 
fundamentais para a concretização deste trabalho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
AGRADECIMENTO ESPECIAL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ao meu co-orientador Prof. Dr. Celso Massaschi Inouye, Professor Titular do 
Departamento de Clínica Cirúrgica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul pelo 
estímulo constante, acessibilidade e apoio durante elaboração desta pesquisa. 
 
 
  
AGRADECIMENTOS 
 
 
 
À UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO PAULO-ESCOLA PAULISTA DE 
MEDICINA-UNIFESP-EPM, por ter me recebido como aluno do Programa de Pós-
Graduação em Cirurgia e Experimentação, possibilitando minha titulação. 
 
À UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL-UFMS, por ter 
criado condições para seus Professores terem acesso ao Programa de Pós-Graduação em 
Cirurgia e Experimentação. 
 
À Profa. Dra. Celina Tizuko Fujiyama Oshima, Professora Pesquisadora 
Assistente do Laboratório de Patologia Molecular Departamento de Patologia – UNIFESP-
EPM, pela criteriosa realização da imunocoloração para análise desta pesquisa. 
 
À Profa. Mestra Luciana Odashiro Nakao Miiji, Professora de Patologia da 
Universidade Estadual da Região do Pantanal - UNIDERP e responsável pelo Laboratório 
de Análise Clínica (LAC) Campo Grande-MS pela acessibilidade e paciência nos 
ensinamentos transmitidos e pela análise histológica desta pesquisa. 
 
À Profa. Mestra Maria Helena Junqueira Caldeira, Professora da Disciplina de 
Probabilidade e Estatística da Universidade Católica Dom Bosco - Campo Grande-MS, 
pela criteriosa análise estatística, sugestões e ensinamentos na elaboração desta tese. 
 
Ao Prof. Mestre Guido Marks, Professor Auxiliar do Departamento de Clínica 
Cirúrgica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, pelos ensinamentos de 
interpretação das lâminas com imunocoloração pelo programa computadorizado de 
imageLAB®. 
 
Aos Profs. Drs. Olavo de Oliveira Rodrigues, Manoel de Jesus Simões, Edna 
Frasson de Souza Monteiro, Murched Omar Taha e Mirian Ghiraldini, pelos 
conhecimentos transmitidos através das aulas ministradas. 
  
À Profa. Dra. Maria Teixeira da Silva, Médica Veterinária Chefe do Biotério da 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul por permitir que pudesse realizar a etapa 
prática desta pesquisa. 
 
À Profa. Mestra Telma Bazzano da Silva Carvalho, Bióloga e Coordenadora do 
Biotério da Universidade Federal de Mato do Sul, por permitir que pudesse realizar a 
etapa prática desta pesquisa. 
 
Ao Prof. Mestre Marco Antônio Gonçalves, Professor Assistente da Disciplina 
de Urologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, além de amigo, pelas críticas 
e sugestões que permitiram aperfeiçoar a redação desta tese. 
 
Ao Médico e Mestrando Roberto Teruya, colega que teve inestimável 
participação na etapa prática deste trabalho. 
 
À Juliana Chen, colega que colaborou na revisão bibliográfica desta pesquisa. 
 
À Sra. Rosely de Fátima Pellizzon, Bibliotecária responsável pela BIREME da 
Universidade Federal de São Paulo - Escola Paulista de Medicina, pelos ensinamentos de 
como fazer levantamento bibliográfico nas principais bases de dados pesquisadas. 
 
Aos acadêmicos de medicina do 6° ano da UFMS, Enéas dos Santos Cano e Ana 
Cláudia Santana, pelo empenho que tiveram ao auxílio da etapa prática deste trabalho. 
 
Aos funcionários do biotério da UFMS, Sr. Francisco Teixeira da Silva e as Sras. 
Tamy Ingrid Restel e Maria Donizeti Félix Rocha, pelo zelo e cuidados com os animais 
utilizados nesta pesquisa.  
 
Aos Técnicos de Laboratório do Serviço de Patologia do Hospital Universitário da 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Alzira Imiko Ojima, Carlos Teixeira de 
Oliveira, pela eficiência que prepararam as peças que permitiram o estudo histológico. 
 
  
Às secretárias da UNIFESP-EPM, Elaine Maria Alves Bazzi Dantas e Valdelice 
Justino Soares, pela colaboração durante a confecção do presente trabalho. 
 
Aos Professores, Acadêmicos, Médicos Residentes e Funcionários Técnicos 
Administrativos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul que de algum modo 
estimularam à realização desta pesquisa. 
  
LISTA DE FIGURAS 
 
 
Figura 1 - Esquema de distribuição dos animais nos diferentes grupos e 
subgrupos........................................................................................ 
 
6 
Figura 2 - Fotografia mostrando o isolamento e clampeamento da artéria 
ilíaca comum esquerda do rato....................................................... 
 
8 
Figura 3 - Foto da dissecção da parte posterior da perna do rato 
identificando-se o músculo gastrocnêmio e sóleo.......................... 
 
10 
Figura 4 - Foto do músculo sóleo retirado, isolado e identificado pela sua 
porção cranial e caudal................................................................... 
 
10 
Figura 5 - Fotomicrografia das áreas perivascular e perinuclear da fibra 
muscular selecionadas (marcadas) com um quadrado de 3 cm x 
3cm  na imagem capturada para expressão da caspase 3. 
(Imunocoloração 400x).................................................................. 
 
 
 
16 
Figura 6 - Fotomicrografia das áreas, perivascular e perinuclear da fibra 
muscular, selecionadas (marcadas) com coloração em azul 
expressando a caspase 3. (Imunocoloração 400x).......................... 
 
 
16 
Figura 7 - Planilha mostrando o cálculo dos valores em porcentagem da 
expressão da caspase 3 na área perivascular da fibra muscular..... 
 
17 
Figura 8 - Planilha mostrando o cálculo dos valores em porcentagem da 
expressão da caspase 3 na área perinuclear da fibra muscular....... 
 
17 
Figura 9 - Fotomicrografia característica de um animal do grupo simulado 
mostrando a dissociação ausente (grau 0) de fibras musculares. 
(HE 100x)....................................................................................... 
 
 
23 
Figura 10 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com 
presença leve (Grau1) de dissociação de fibras musculares. (HE 
100x)............................................................................................... 
 
 
23 
Figura 11 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com 
dissociação moderada (Grau 2) de fibras musculares. (HE 
100x)............................................................................................... 
 
 
24 
  
Figura 12 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com 
dissociação acentuada (Grau 3) de fibras musculares. (HE 
100x)............................................................................................... 
 
 
24 
Figura 13 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com 
infiltrado neutrofílico leve (Grau 1). (HE 400x)............................ 
 
25 
Figura 14 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com 
infiltrado neutrofílico moderado (Grau 2). (HE 400x)................... 
 
25 
Figura 15 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com 
infiltrado neutrofílico acentuado (Grau 3). (HE 400x)................... 
 
26 
Figura 16 -  Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com 
alterações morfológicas acentuadas (Grau 3). (HE 100x).............. 
 
26 
  
LISTA DE TABELAS 
 
 
Tabela 1 - Médias do escore da análise do infiltrado neutrofílico para os 
subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 
6h + Rep 4h] e os  subgrupos (1B s/PTX), (2B c/PTX-rep), (3B 
c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 24h]................................................... 
 
 
 
21 
Tabela 2 - Médias do escore da análise da dissociação de fibras para os 
subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 
6h + Rep 4h] e os subgrupos(B1 s/PTX), (B2 c/PTX-rep), (B3 
c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 24h]................................................... 
 
 
 
22 
Tabela 3 - Médias em percentual da expressão da caspase 3 na área 
perivascular para os subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), 
(A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  subgrupos (B1 
s/PTX), (B2 c/PTX-Rep), (B3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h+ Rep 
24h]................................................................................................. 
 
 
 
 
28 
Tabela 4 - Médias em percentual da expressão da caspase 3 na área 
perinuclear para os subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 
c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  subgrupos (B1 s/PTX), 
(B2 c/PTX-Rep), (B3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h+ Rep 24h]................ 
 
 
 
29 
Tabela 5 - Comparações das médias da expressão da caspase 3 entre a área 
perinuclear e perivascular nos subgrupos (A1 s/PTX), (A2 
c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  
subgrupos (B1 s/PTX), (B2 c/PTX-Rep), (B3 c/PTX-I/R)► [Isq 
6h+ Rep 24h].................................................................................. 
 
 
 
 
30 
 
 
 
 
  
LISTA DE GRÁFICOS 
 
 
Gráfico 1 - Médias do escore da análise do infiltrado neutrofílico para os 
subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 
6h + Rep 4h] e os  subgrupos(B1 s/PTX), (B2 c/PTX-rep), (B3 
c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 24h]................................................... 
 
 
 
21 
Gráfico 2 - Médias do escore da análise da dissociação de fibras para os 
subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 
6h + Rep 4h] e os  subgrupos (B1 s/PTX), (B2 c/PTX-rep), (B3 
c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 24h]................................................... 
 
 
 
22 
Gráfico 3 - Médias em percentual da expressão da caspase 3 na área 
perivascular para os subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), 
(A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  subgrupos (B1 
s/PTX), (B2 c/PTX-Rep), (B3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h+ Rep 
24h]................................................................................................. 
 
 
 
 
28 
Gráfico 4 - Médias em percentual da expressão da caspase 3 na área 
perinuclear para os subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 
c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  subgrupos(B1 s/PTX), (B2 
c/PTX-Rep), (B3c/PTX-I/R)► [Isq 6h+ Rep 24h]........................ 
 
 
 
29 
Gráfico 5 - Comparações das médias da expressão da caspase 3 entre a área 
perinuclear e perivascular nos subgrupos (A1 s/PTX), (A2 
c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  
subgrupos (B1 s/PTX), (B2 c/PTX-Rep), (B3 c/PTX-I/R)► [Isq 
6h+ Rep 24h].................................................................................. 
 
 
 
 
30 
 
 
 
 
 
 
  
LISTA DE QUADROS 
 
 
Quadro 1 - Parâmetros de avaliação da lesão celular e graduação da 
intensidade das lesões encontradas em campos analisados pelo 
patologista na microscopia óptica pela coloração em 
hematoxilina e eosina..................................................................... 
 
 
 
13 
 
  
LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS  
 
 
 
ADP = adenosina difosfato 
ATP = adenosina trifosfato 
cm = Centímetro 
cri = Crítico 
DNA = ácido desoxirribonucléico 
EROs = Espécies reativas de oxigênio 
G = grama 
H = Teste de Kruskal – Wallis 
I/R = Isquemia-reperfusão 
Isq = Isquemia 
MDA = Malondialdeído 
mL = Mililitro 
NO = Óxido nítrico 
PAF = Fator ativador de Plaqueta 
PN = Área perinuclear 
PTX =  Pentoxifilina 
PV = Área perivascular 
Rep = Reperfusão 
S = Simulado 
SOD = Superóxido Dismutase 
TNF = Fator de necrose tumoral 
UFMS = Universidade Federal do Mato Grosso do Sul 
UNIDERP = Universidade Para Desenvolvimento Regional do Pantanal 
UNIFESP- EPM = Universidade Federal de São Paulo – Escola Paulista de Medicina 
vit C = Vitamina C 
Z = Teste Mann-Whitney 
  
RESUMO 
 
 
 
 
Objetivo: avaliar as alterações morfológicas e imuno-histoquímicas de músculo esquelético 
(sóleo) de ratos submetidos à isquemia e reperfusão sob a ação da pentoxifilina. Métodos: 
Sessenta ratos foram submetidos à isquemia do membro posterior por seis horas pelo 
clampeamento da artéria ilíaca comum esquerda. Após reperfusão os animais do grupo A 
(n=30) foram observados por quatro horas e o grupo B(n=30) por vinte e quatro horas. Seis 
animais sem isquemia e sem pentoxifilina (PTX) constituíram o grupo simulado. A PTX não 
foi aplicada nos grupos A1(n=10) e B1(n=10), foi aplicada no início do período de reperfusão 
em A2(n=10) e B2(n=10), foi aplicada no início da isquemia e início da reperfusão em 
A3(n=10) e B3(n=10). O músculo sóleo foi coletado no final do período de observação de 
cada grupo e processado histologicamente para a avaliação à microscopia óptica dos 
parâmetros de dissociação de fibras (edema intersticial), infiltração intersticial de leucócitos e 
necrose. Pela coloração de imuno-histoquímica avaliou-se a apoptose pela expressão da 
caspase-3 em neutrófilos das áreas perivasculares e perinucleares. Foram aplicados os testes 
não-paramétricos Kruskall-Wallis e Mann-Whitney (p≤0,05). Resultados: Não houve 
expressão de necrose em nenhum dos períodos estudados. As alterações histológicas e de 
imuno-histoquímica foram mais intensas no grupo B1 com médias de escore do edema de 
2,57 ± 0,13; infiltrado leucocitário de 2,05 ± 0,10; e a expressão da caspase-3 na área 
perivascular de 4,30± 0,79; e menos intensas no grupo A3 com respectivas médias de 0,77± 
0,08; 0,92±0,10; 0,76± 0,16; 0,67± 0,15 (p < 0,05). A caspase-3 mostrou-se mais expressiva 
no grupo B1 na área perivascular com média de 4,30± 0,79 quando comparado com o grupo 
B1 na área perinuclear com média de 0,91± 0,32. Conclusões: As lesões de isquemia e 
reperfusão do músculo sóleo de ratos são mais intensas quando se observa por um maior 
tempo após a reperfusão e a pentoxifilina atenua estas lesões, sobretudo quando usada no 
início das fases de isquemia e de reperfusão.  
  
ABSTRACT 
 
 
Objective: to evaluate the morphologic and imunohistochemicals alterations of skeletal 
muscle (soleus) of rats submitted to the ischemia and reperfusion under the action of the 
pentoxifylline. Method: Sixty rats were submitted to the ischemia of the posterior hib by six 
hours by clamping the left common iliac artery. After reperfusion the animals of the group A 
(n=30) were observed by four hours and the group B (n=30) for twenty-four hours. Six 
animals without ischemia and without pentoxifylline (PTX) constituted the sham group. PTX 
was not applied in the groups A1 (n=10) and B1(n=10), it was applied in the initial of the 
reperfusion period A2(n=10) and B2(n=10), it was applied in initial of the ischemia and in the 
initial of the reperfusion in the groups A3(n=10) and B3(n=10). The muscle soleus was 
collected in the end of the period of observation of each group and processed for the 
evaluation to the optical microscopy of the parameters of dissociation of fibers (interstitial 
edema), interstitial infiltration of leukocytes and necrosis. For the imunohistochemical 
coloration it evaluated the apoptosis for the expression of the caspase-3 on neutrophils in 
perivascular and perinuclear areas. They were applied the no-parametric tests Kruskall-Wallis 
and Mann-Whitney (p≤0.05). Results: There was no expression of muscle necrosis in all of 
the groups. The histological and imunohistochemicals alterations were more intense in the 
group B1 with averages of score of the edema 2.57 ± 0.13; spread of leukocytes 2.05 ± 0.10;  
and the expression of the caspase-3 in the perivascular area 4.30± 0.79; and less intense in the 
group A3 with respective averages 0.77± 0.08; 0.92±0.10; 0,76± 0.16; 0.67± 0,15 with. The 
caspase-3 was shown more expressive in the group B1 of the perivascular area with average 
4.30± 0.79 when compared with the group B1 of the perinuclear area with average 0.91± 
0.32. Conclusions: The ischemia lesions and reperfusion of the muscle soleus of rats are 
more intense when it is observed a larger time after reperfusion and the pentoxifylline lessens 
these lesions, above all when used in the beginning of the ischemia and of reperfusion phases. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
A interrupção súbita do fluxo sanguíneo arterial resulta em isquemia tecidual e 
desencadeia uma série de alterações metabólicas no território isquêmico que predispõem à 
lesão celular quando do momento da reperfusão deste tecido1- 8. 
A resposta inflamatória decorrente da lesão de isquemia e reperfusão de músculo 
esquelético, geralmente ocorre de modo localizado, mas dependendo da extensão e duração 
do período de isquemia, poderá tornar-se sistêmica, predispondo à disfunção de múltiplos 
órgãos e sistemas1,8-10. A isquemia induz alterações metabólicas das células musculares, 
caracterizadas por redução de energia, falência da bomba de sódio e potássio que resulta em 
alteração do gradiente celular por descompensação das trocas iônicas com conseqüente edema 
celular1.  
A reperfusão, embora necessária para reverter o estado isquêmico, piora as lesões já 
presentes no período de isquemia, pois com a chegada do oxigênio e a produção de radicais 
livres, associadas à intensa participação de neutrófilos, amplia a reação inflamatória com 
conseqüentes alterações morfológicas como edema intersticial e celular, infiltrado 
leucocitário, trombose da microcirculação, apoptose ou necrose tecidual1- 8. A intensidade dos 
danos causados pela isquemia dependerá do local da ocorrência de oclusão arterial, da 
existência de circulação colateral, do grau de demanda de oxigênio dos tecidos envolvidos e 
do tempo decorrido entre a isquemia e a reperfusão8.  
O músculo esquelético é constituído por dois tipos de fibras: tipo I (fibras vermelhas) 
e tipo II (fibras brancas). As fibras do tipo I utilizam preferencialmente como fonte de energia 
a oxidação das triglicérides e são mais propensas às lesões morfológicas durante o período de 
anóxia. Por outro lado, as fibras do tipo II, que têm como fonte preferencial de energia o 
glicogênio, são mais resistentes ao fenômeno isquemia-reperfusão. A maioria dos músculos 
apresenta os dois tipos de fibras, porém a susceptibilidade à hipóxia está relacionada à 
proporção de fibras I e II no músculo1,4,8,10.  
O músculo sóleo tem sido utilizado para estudo das alterações oxidativas por 
predominar em sua constituição as fibras tipo I (91%), sendo considerado um modelo sensível 
ao estresse oxidativo8-12.  
 2 
Contudo, para provocar a isquemia do músculo sóleo é preciso considerar que 
vascularização do membro posterior do rato apresenta uma exuberante presença de circulação 
colateral no território da artéria ilíaca externa e artéria femoral comum, assim estes aspectos 
devem ser considerados na escolha do modelo a ser utilizado para provocar a isquemia13. No 
modelo de isquemia induzido pelo clampeamento arterial isolado, evita-se a compressão 
direta do leito venoso, assim como o trauma muscular direto provocado pelo modelo que 
utiliza o torniquete, permitindo dessa forma uma preservação da resposta vasomotora e 
venosa durante a reperfusão. Estes fatores são importantes moduladores da extensão e 
qualidade da lesão muscular resultante 2,3,14,15.  
A identificação e graduação da lesão podem ser avaliadas pelas manifestações 
morfológicas ou metabólicas do tecido muscular. A apoptose resultante da isquemia e 
reperfusão de músculo esquelético pode ser detectada pelo processo de imunocoloração das 
caspases, sobretudo a caspase-3 que é mediador central das caspases16. A avaliação através da 
imuno-histoquímica utilizando anticorpos específicos para caspase-3 ativada, fornece um 
instrumento útil e valioso para o estudo da apoptose podendo ser detectada em tecidos 
processados e armazenados em parafinas17. 
Trabalhos em modelos experimentais estudaram diferentes drogas e métodos com o 
objetivo de atenuar ou abolir os mecanismos de lesões da isquemia e reperfusão. Em que 
pesem os resultados conflitantes e controversos pela ausência de uma padronização 
metodológica10,18, de certa forma esses estudos permitiram uma melhor compreensão da 
fisiopatologia das lesões de isquemia e reperfusão, bem como a possibilidade de diferentes 
drogas com finalidade terapêutica.  
A pentoxifilina é dessas drogas que tem se mostrado promissora. É uma droga 
hemorreológica padrão para uso em doenças vasculares crônicas19 e vem sendo testada para 
modular as alterações morfológicas e bioquímicas provocadas pela isquemia e reperfusão em 
vários órgãos e tecidos como: coração20, ovário21, músculo22,23, fígado24, pulmão25, medula 
espinhal26 e intestino27. Ela atua como inibidor da fosfodiesterase, que induz aumento de 
AMP cíclico, melhorando o fluxo da microcirculação, diminui a migração de neutrófilos, 
reduz a liberação de citocinas, aumenta a produção de prostaciclinas, reduz a liberação de 
radicais livres. Essas propriedades têm sido responsabilizadas pela sua ação de atenuação 
sobre as lesões de isquemia e reperfusão10,19,20,26,28.  
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As lesões isquêmicas agudas de membros inferiores8,10, por traumas vasculares, 
esmagamento de membros, soterramento, procedimentos operatórios convencionais ou 
endovasculares e embolias arteriais agudas são entidades clínicas que justificam os esforços 
que têm sido dirigidos em esclarecer os mecanismos da lesão de isquemia e reperfusão em 
músculo esquelético e compreender melhor a ação de procedimentos e drogas que possam 
abolir ou diminuir seus efeitos deletérios. 
Baseado nesse contexto foi proposto criar um modelo experimental de isquemia e 
reperfusão em ratos submetidos ao clapeamento temporário da artéria ilíaca comum com o 
objetivo de avaliar as alterações morfológicas do músculo sóleo sob a ação da pentoxifilina. 
 
 
  
2. OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
 
 
Geral: 
 
Avaliar o fenômeno de isquemia e reperfusão do músculo esquelético de ratos.  
  
 
Específico: 
 
Avaliar os aspectos morfológicos e imuno-histoquímicos do músculo sóleo de ratos 
submetidos à isquemia e reperfusão com o uso da pentoxifilina. 
 
 
3. MÉTODOS 
 
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e da Universidade Federal de São Paulo - Escola 
Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM), conforme os protocolos de pesquisa com os 
respectivos números: 38/2003 e 0334/04. Todos os animais foram manipulados de acordo 
com “Os Princípios Éticos da Experimentação Animal da União Internacional Protetora dos 
Animais” e da lei Federal 663, de 8 de maio de 1979. 
 
Amostra 
Foram utilizados sessenta e seis ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar, 
EPM-1, machos, adultos, peso médio de 335,6 gramas, originários do Biotério da 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.  
Os animais foram alojados em salas exclusivas com ambiente adaptado às 
necessidades da espécie e os procedimentos experimentais realizados no Laboratório da 
Disciplina de Cirurgia Experimental da UFMS. 
Os animais foram mantidos no Biotério setorial da disciplina por sete dias prévios 
aos procedimentos para observação e adaptação. Receberam ração balanceada própria para 
espécie e água à vontade, ficaram alojados em gaiolas de metal com dimensões de 
(40x30x25cm), com no máximo cinco animais por gaiola, sob condições de iluminação 
controlada, com luz das 6 às 18 horas e escuridão das 18 às 6 horas, além de temperatura 
ambiente e higienização diária. 
Aleatoriamente os animais foram distribuídos em Grupo S (n=6), Grupo A (n=30) 
e Grupo B (n=30), segundo os tipos de procedimento experimental (Figura 1): 
Grupo simulado – GS (n=6): animais que foram submetidos à anestesia, 
laparotomia, sem isquemia de membro posterior e coleta de músculo sóleo após 4horas 
(n=3) e 24 horas (n=3) de observação; 
Grupo A – GA (n=30): animais que foram submetidos á anestesia, laparotomia, 
isquemia de seis horas do membro posterior e coleta de músculo sóleo após quatro horas 
de reperfusão; 
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Grupo B (n-30): animais que foram submetidos à anestesia, laparotomia, isquemia 
de seis horas do membro posterior e coleta de músculo sóleo após vinte e quatro horas de 
reperfusão. 
Os animais dos grupos A e B foram redistribuídos em subgrupos 1 (n=10), 2 
(n=10) e 3 (n=10) de acordo com a aplicação da pentoxifilina: 
Grupos A1 e B1: animais que não receberam a droga, quer no período de isquemia, 
quer no período de reperfusão; 
Grupos A2 e B2: animais que receberam a droga somente no momento 
imediatamente (3 minutos) antes início da reperfusão; 
Grupos A3 e B3: animais que receberam a droga, tanto no momento imediatamente 
(3 minutos) antes início da isquemia, quanto no momento imediatamente (3minutos) antes 
de iniciar a reperfusão. 
 
 
 
 
 
 
 
Grupo S (n = 6) 
Anestesia + 
Laparotomia 
Grupo B (n = 30) 
Isquemia = 6hs 
Reperfusão = 24hs 
Grupo A (n = 30) 
Isquemia = 6hs 
Reperfusão = 4hs 
Ratos (N=66) 
Subgrupo B3 
(n = 10) 
c/PTX  
Isquemia 
c/ PTX  
Reperfusão 
Subgrupo B2 
(n = 10) 
s/ PTX 
Isquemia  
c/PTX  
Reperfusão 
Subgrupo B1 
(n = 10) 
s/ PTX 
Isquemia 
s/PTX  
Reperfusão 
Subgrupo A3 
(n= 10) 
c/PTX 
Isquemia 
c/ PTX 
Reperfusão 
Subgrupo A2 
(n = 10) 
s/ PTX 
Isquemia 
c/PTX  
Reperfusão 
Subgrupo A1 
(n = 10) 
s/ PTX 
Isquemia 
s/ PTX  
Reperfusão 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 – Esquema de distribuição dos animais nos diferentes grupos e subgrupos. 
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Procedimentos 
 
Anestesia e analgesia 
 
Os animais foram pesados e anestesiados com injeção intraperitoneal de solução de 
2:1 de cloridrato de quetamina (50mg.mL-1) e  xilazina (20mg.mL-1) respectivamente  na dose 
de (0,1mL.100g-1). Os ratos foram considerados anestesiados após ter sido constatada a 
perda de reação aos estímulos mecânicos, com a perda dos reflexos de endireitamento, 
retirada do membro após estímulo doloroso provocado por preensão, e perda do reflexo 
palpebral.  
Nalbufina (Nubain®) foi administrada na dose 2mg.Kg-1 por via subcutânea para 
analgesia durante o tempo que os animais ficaram em observação nos períodos de isquemia 
ou de reperfusão. 
 
Procedimento operatório de isquemia 
 
• Animal sob anestesia posicionado em decúbito dorsal e imobilizado pelas patas com 
tiras de fita adesiva à mesa operatória 
• Tricotomia da parede abdominal 
• Anti-sepsia com polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine®) 
• Colocação dos panos operatórios esterilizados isolando-se o campo operatório 
• Incisão infra-umbilical mediana com bisturi de lâmina 15, com 20 mm de extensão, 
interessando a pele, a tela subcutânea, a linha alba e o peritônio parietal, abrindo a 
cavidade abdominal 
• Afastamento das alças intestinais e exposição do retroperitônio, que foi incisado e 
dissecado liberando os vasos retroperitoniais 
• Identificação e exposição da aorta abdominal infrarrenal e artérias ilíacas comuns 
• Exposição e isolamento da artéria ilíaca comum esquerda 
• Colocação de mini-clampe vascular produzindo interrupção do fluxo sangüíneo da 
artéria ilíaca comum à jusante (Figura 2) 
•  Acomodação do mini-clampe e reposição das alças intestinais na cavidade abdominal 
  
 8 
• Sutura da parede abdominal com fio de poliamida 4.0 em chuleio contínuo 
• Colocação dos animais em gaiolas individuais sob calor de lâmpadas incandescentes 
até a recuperação da anestesia. 
• Observação pelo período de seis horas com água de dieta à vontade 
 
 
 
 
 
       Figura 2 - Fotografia mostrando o isolamento e clampeamento da artéria ilíaca comum esquerda do rato. 
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Procedimento operatório de reperfusão 
 
• Animal sob anestesia posicionado em decúbito dorsal, imobilizado pelas patas com 
tiras de fita adesiva à mesa operatória 
• Anti-sepsia com polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine®) 
• Colocação dos panos operatórios esterilizados isolando-se o campo operatório 
• Seccionado o fio de poliamida desfeita a sutura e aberta a cavidade abdominal 
• Afastamento das alças intestinais e identificação do mini-clampe vascular que foi 
aberto e retirado 
• Acomodação das alças intestinais na cavidade abdominal 
• Sutura da parede abdominal com fio de poliamida 4.0 em chuleio contínuo 
• Colocação dos animais em gaiolas individuais sob calor de lâmpadas incandescentes 
até a recuperação da anestesia 
• Observação pelo período de quatro horas ou vinte e quatro horas, de acordo com o 
grupo de estudo, com água de dieta à vontade. 
 
Procedimento operatório de coleta de músculo sóleo 
 
• Após o período de reperfusão, o animal sob anestesia foi posicionado em decúbito 
dorsal, imobilizado pelas patas com tiras de fita adesiva à mesa operatória 
• O membro posterior esquerdo foi submetido à tricotomia e anti-sepsia com 
polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine®) 
• Incisão longitudinal da pele e tela subcutânea, com bisturi de lâmina 15, na região 
tibial póstero-lateral do membro posterior esquerdo, iniciando-se em nível da epífise 
tibial proximal e terminando em nível da inserção do tendão calcaneano 
• Exposição e identificação do músculo sóleo, descolamento delicado com rugina curva 
das suas inserções no periósteo tibial e fibular, com isolamento e ressecção da massa 
muscular solear esquerda (Figura 3) 
• Identificada a porção cranial e caudal, resseccionado e imediatamente iniciado o 
processo de fixação tecidual (Figura 4) 
• A incisão abdominal foi aberta pela secção do fio de poliamida, afastadas as alças 
intestinais e seccionada a aorta abdominal com tesoura 
• Aguardada a exangüinação total do animal com morte por hipovolemia 
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Figura 3 – Foto da dissecção da parte posterior da perna do rato identificando-se o músculo gastrocnêmio 
e sóleo. 
 
 
 
 
Figura 4 – Foto do músculo sóleo retirado, isolado e identificado pela sua porção cranial e caudal. 
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Procedimento de aplicação da droga 
 
A pentoxifilina (Trental ®) na dose de 40mg.Kg-1 foi aplicada por via intraperitoneal 
em um volume de dois mililitros. A aplicação foi com seringa de 3ml com a ponta dirigida 
sempre ao hipocôndrio esquerdo do animal fazendo com que o líquido ficasse alojado na área 
subdiafragmática junto ao recesso do estômago e baço do animal, evitando seu 
extravasamento quando da síntese da parede abdominal. 
 A aplicação nos animais dos grupos A2 e B2 se deu três minutos antes da colocação 
do mini-clampe vascular e correspondeu ao tempo necessário para a colocação do mini-
clampe, reposição das alças intestinais e sutura da parede abdominal. 
 A aplicação nos grupos A3 e B3 se deu três minutos antes do clampeamento da 
artéria ilíaca comum esquerda e três minutos antes da retirada do mini-clampe vascular 
respectivamente, reposição das alças intestinais e síntese da parede abdominal. 
 
Processamento histológico para coloração em HE 
 
O músculo sóleo após sua ressecção foi estirado e fixado com tachinhas em papel 
papelão. A peça foi submersa em formol tamponado (para cada litro de formol a 10% 
adiciona-se 4 gramas fosfato de sódio monobásico anidro e 6,5 gramas de fosfato de sódio 
dibásico anidro) em uma quantidade de 10 vezes ao tamanho da peça sendo que o período de 
fixação não excedeu 24hs.  
As peças foram encaminhadas ao Serviço de Anatomia Patologia do Departamento de 
Clínica Cirúrgica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul para processamento de 
inclusão em parafina e posteriormente ao Laboratório de Análise Clínica (LAC) em Campo 
Grande-MS para o processamento de coloração pela hematoxilina e eosina (HE). 
Desidratação gradual em álcoois etílicos sucessivos em concentrações crescentes até 
atingir álcool absoluto. Diafanização com xilol e impregnação em parafina.Inclusão e 
modelagem do bloco: em caixas apropriadas com parafinas e cera de abelha a 5% numa 
temperatura de 60°C adequadamente identificadas. Foi usado micrótomo rotativo para realizar 
cortes finos de cerca de 4µm montados sobre lâmina com ponta fosca devidamente 
identificada. Desparafinização e hidratação: Os cortes montados e identificados foram 
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desparafinizados permanecendo em estufa no mínimo 15 minutos a 24 horas em temperatura 
de 56°C para retirar a parafina excedente. 
Coloração hematoxilina-Eosina: desparafinização em xilol, hidratação em álcoois 
sucessivos em concentração decrescente. Lavado em água corrente e corado pela 
hematoxilina por 5 a 10 minutos. Foi retirado o excedente do corante em água comum. 
Desidratado rapidamente em álcool absoluto. Corado pelo corante Eosina por 08 minutos. 
Diferenciado em sucessivos álcoois em concentrações crescentes. Diafanizado em xilol e 
montado com lamínula e bálsamo de Eterlan. 
 
Critérios de avaliação histológica 
 
As lâminas foram analisadas à microscopia óptica (microscópio Nikon® E200) por 
Patologista da Disciplina de Patologia Clinica da UFMS e do Laboratório de Análise Clínica 
(LAC) em Campo Grande-MS sem prévio conhecimento sobre o grupo pertencente de cada 
animal. 
Na análise qualitativa por microscopia óptica em magnificação de 100 e 400 vezes, as 
lâminas coradas por hematoxilina-eosina foram observadas em relação aos seguintes aspectos 
da morfologia das células musculares: dissociação de fibras musculares (grau de edema 
tecidual), presença de infiltrado inflamatório (resposta inflamatória), destruição do sarcolema 
(necrose celular).  
Para a análise quantitativa de alterações estruturais do complexo muscular solear 
foram colhidas dez imagens de cada lâmina histológica, em áreas de fibras musculares e em 
áreas perivasculares, e observadas a presença ou ausência dos parâmetros observados. 
Com finalidade de permitir a comparação entre os grupos, estabeleceu-se um sistema 
de graduação dos parâmetros observados (Quadro 1): 
a) dissociação de fibras musculares: 
- Ausente (Grau 0); 
- Leve (Grau 1): presença de 1 espaço claro entre fibras por campo; 
- Moderada (Grau 2): presença de 2 - 4 espaços claros entre fibras por campo; 
- Acentuada (Grau 3): presença de mais de cinco espaços claros por campo. 
  
 13 
 
b) contagem de neutrófilos entre as fibras musculares: 
- Ausentes (Grau 0); 
- Leve (Grau 1):  presença de 1-10 células por campo; 
- Moderada (Grau 2):  presença de 11-20 células por campo; 
- Acentuada (Grau 3):  presença de mais de 20 células por campo. 
 
c) necrose de fibras musculares: 
- Ausente (Grau 0); 
- Leve (Grau 1):  presença em 1 fibra  necrosada por campo; 
- Moderada (Grau 2):  presença em 2 a 3 fibras necrosadas  por campo; 
- Acentuada (Grau 3):  presença em mais de 4 fibras necrosadas  por campo. 
Para cada parâmetro foi calculada a média aritmética dos valores encontrados nos 
vinte campos contados em cada lâmina, correspondendo a um animal de cada grupo. 
 
Quadro 1 – Parâmetros de avaliação da lesão celular e graduação da intensidade das lesões encontradas 
em campos analisados pelo patologista na microscopia óptica pela coloração em 
hematoxilina e eosina. 
  
Grau 0 
 
 
Grau 1 
 
Grau 2 
 
Grau 3 
  
AUSENTE 
 
LEVE 
 
MODERADO 
 
ACENTUADO 
 
 
Dissociação de fibras 
musculares 
(edema) 
 
 
 
ausente 
 
1 espaço claro 
por 
campo  
(100x) 
 
2-4 espaços 
claros por 
Campo 
(100x) 
 
≥ 5 espaços claros 
por campo (100x) 
 
 
Infiltrado 
neutrofílico 
 
 
ausente 
 
1 – 10 
neutrófilos por 
campo (400x) 
 
 
11-20  neutrófilos 
por campo 
(400x) 
 
>20 neutrófilos por 
campo (400x) 
 
Necrose de fibras 
musculares 
 
 
ausente 
 
1- fibra por 
campo  
(100x) 
 
2-3 fibras por 
campo  
(100x) 
 
≥4 fibras por 
campo  
(100x) 
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Processamento imuno-histoquímico 
 
Os blocos de parafina foram encaminhados para Serviço de Patologia Molecular do 
Departamento de Patologia da UNIFESP-EPM para o processamento de imuno-histoquímica.  
O processamento imuno-histoquímico foi realizado com utilização do anticorpo 
primário: cleved anti-caspase-3, Rabbit monoclonal Antibody , Cell Signaling  Technology® , 
produto ASP 175, lote 9664, diluição 1:10. Anticorpo secundário anti-rato biotinilado na 
diluição de 1:300, do Kit Dako , LSAB-HRP(Dako® A/S- Demark-492). Revelador DAB(3,3- 
diamino-benzidina)- Sigma Co-USA-D5632, diluição 1:500; e obtenção de expressão 
caspase-3 na coloração Marrom. 
 
Captura de imagens 
 
Captura da imagem para quantificação da imuno-histoquímica.  Realizou-se a captura 
de 10 imagens por lâmina de cada animal utilizando-se o microscópio óptico marca Nikon®, 
modelo Elipse® E200, lente binocular com aumento de 40x e objetiva de 10x acoplado à 
câmera de vídeo marca Samsung®, modelo SCC131; conexão ao computador via placa de 
vídeo pinacle Stúdio PCTV-USB; microcomputador Pentium® III, 650 Mhz, 256 Mb Ram, 
HD 20 Gigabytes e sistema operacional Microsoft Windows® 98 SE.  
A seguir efetuou-se o processamento de otimização das imagens obtidas, utilizando-se 
o software adobe Fhotoshop® 7.0. Utilizou-se a ferramenta demarcar uma área correspondente 
a um quadrado de 3cm x 3cm demarcada na tela do monitor para as áreas perivasculares 
(Figuras 5 e 6) e perinuclear da fibra muscular de cada imagem obtida. Realizou-se a 
quantificação da expressão da caspase-3 através do processamento de imagem assistida por 
computador com a utilização do software ImageLAB®, em 10 imagens capturadas de  cada 
lâmina de cada animal; procedendo-se o salvar de cada imagem capturada(para 
documentação), seguindo-se a codificação pré- elaborada para cada animal de cada grupo.  A 
quantificação da densidade de cor marrom foi efetuada utilizando-se o filtro RGB, cor de 
fundo azul, em intervalo de cor de zero a 147 que corresponde ao espectro de cor marrom 
17,29,30. O resultado é expresso em fração de área demarcada-T2 com a expressão da caspase-3 
pela área total capturada –T1. 
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Critérios de avaliação imuno-histoquímica 
 
Nas lâminas submetidas à coloração imuno-histoquímica foi observada a apoptose 
pela expressão da caspase-3 em miócitos e neutrófilos, para avaliação do comprometimento 
celular atribuído ao fenômeno de isquemia e reperfusão. 
Para a análise quantitativa da apoptose das fibras musculares e leucócitos, foram 
colhidas dez imagens de cada lâmina histológica, em áreas de fibras musculares e em áreas 
perivasculares, e realizada a medida da área ocupada pelos respectivos núcleos apoptóticos.  
A análise quantitativa foi realizada com uso de programa informatizado de análise de 
imagens (ImageLAB® 2.3), baseado em princípios de espectrofotometria29. Para a 
quantificação de cada parâmetro, foram captados dez campos microscópicos de 360 x 480 
µm, num aumento de 40 vezes, mantendo as características do microscópio óptico 
padronizadas. Para cada imagem utilizou-se o mesmo intervalo de cor, ajustado até separar as 
áreas representativas de apoptose dos núcleos celulares de interesse, em cada imagem 
(Figuras 5 e 6).  
Para cada lâmina, correspondendo a um animal de cada grupo, foi calculada a média 
aritmética dos valores de área encontrados nos dez campos contados contraposta com a área 
não corada pela imuno-histoquímica e expressa em porcentagem (Figuras 7 e 8). 
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Figura 5 - Fotomicrografia das áreas perivascular e perinuclear da fibra muscular selecionadas (marcadas) 
com um quadrado de 3cm x 3cm  na imagem capturada para expressão da caspase-3. 
(Imunocoloração-400x). 
 
 
 
 
 
Figura 6 - Fotomicrografia das áreas perivascular e perinuclear da fibra muscular, selecionadas 
(marcadas) com coloração em azul expressando a caspase-3. (Imunocoloração-400x). 
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Figura 7 - Planilha mostrando o cálculo dos valores em porcentagem da expressão da caspase-3 na 
área perivascular da fibra muscular. 
 
 
 
 
 
Figura 8 - Planilha mostrando o cálculo dos valores em porcentagem da expressão da caspase-3 na 
área perinuclear da fibra muscular. 
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Estudo Estatístico 
 
A criação dos seis subgrupos de estudo foi realizada através de sorteio aleatório 
simples, com distribuição de 10 animais por cada subgrupo, utilizando-se envelopes lacrados 
contendo o nome do subgrupo em questão, e sorteados no momento anterior ao procedimento 
com o animal. 
Todos os procedimentos de análise histológica e imuno-histoquímica foram realizados 
sem o conhecimento de qual subgrupo eram provenientes as amostras morfológicas.  
Para análise dos resultados foram aplicados testes não-paramétricos levando-se em 
consideração as variáveis estudadas: 
O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os seis subgrupos entre si e com 
o grupo simulado em relação as variáveis estudadas 
O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as variáveis independentes entre 
os grupos das áreas perinuclear e perivascular para expressão da caspase-3. 
Fixou-se em 0,05 ou 5% o nível de rejeição da hipótese de nulidade. Considerados 
como estatisticamente significantes valores de p≤0,05; intervalo de confiança de 95%, 
assinalando-se com um asterisco os valores significantes. 
 
 
  
4. RESULTADOS 
 
Análise Morfológica pela Microscopia Óptica 
 
A dissociação de fibras musculares, infiltrado neutrofílico intersticial e necrose de 
fibras musculares foram os parâmetros analisados pela microscopia óptica. Apesar de ter sido 
investigada, a variável necrose não foi encontrada nesse modelo experimental. Após análise 
morfológica, foram calculadas as médias do escore estabelecido para cada variável analisada 
em todos os subgrupos. 
Não foram encontradas alterações desses parâmetros para o grupo simulado e em 
razão disto não pôde ser comparado aos dos subgrupos experimentos. 
Os resultados dos cálculos das médias e os respectivos desvios-padrão dos escores nos 
diversos subgrupos estão demonstrados nas tabelas 1 e 2 e nos gráficos 1 e 2. 
 
Descrição morfológica da dissociação de fibras. 
 
 O afastamento das fibras musculares pode ser interpretado como sendo devido à 
interposição de líquido intersticial e, portanto uma expressão de edema e intumescimento do 
tecido muscular. 
 O músculo dos animais do grupo simulado, quer aqueles que ficaram quatro horas ou 
vinte e quatro horas em observação, não mostraram afastamento das fibras musculares, que 
apresentavam sua característica disposição fusiforme e com alinhamento uniforme em todo 
campo examinado (Figura 9). 
 Os animais dos grupos A3 (0,76±0,16) e B3 (1,05±0,23) foram os que apresentaram os 
escores mais favoráveis com predominância do grau leve de afastamento caracterizado pela 
presença de um espaçamento por campo e o restante das fibras fusiformes uniformemente 
alinhadas (Figura 10). 
 Os animais dos grupos A2 (1,74±0,05) e B2 (2,20±0,14) foram os que apresentaram os 
escores mais representativos da dissociação de fibras de grau moderado onde de dois a três 
espaçamentos foram identificados em cada campo e o restante das fibras manteve a 
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característica fusiforme, porém já apresentavam certo desalinhamento com tortuosidade 
(Figura 11). 
 Alguns animais dos grupos B1 (2,16±0,14) e B2 (2,20±0,14) apresentaram grau 
acentuado de dissociação de fibras caracterizado por numerosos espaços entre as fibras que 
ficaram tortuosas e desalinhadas (Figuras 12 e 16). 
 
Descrição morfológica do infiltrado neutrofílico 
 
 A presença de células inflamatórias no interstício foi caracterizada como um indicador 
de intensidade de resposta celular inflamatória do tecido muscular à isquemia e reperfusão. 
 O músculo dos animais do grupo simulado, quer aqueles que ficaram quatro horas ou 
vinte e quatro horas em observação, não mostraram infiltrado leucocitário entre as fibras 
musculares que apresentavam sua característica disposição fusiforme e com alinhamento 
uniforme em todo campo examinado (Figura 9). 
 Os animais dos grupos A3 (0,92±0,10) e B3 (1,3±0,27) foram os que apresentaram os 
escores mais favoráveis com predominância do grau leve de infiltrado neutrofílico 
caracterizado pela presença de uma até dez células por campo, geralmente em posição 
próxima aos vasos presentes nos espaços intercelulares (Figura 13). 
 Os animais dos grupos A1 (1,84±0,29), A2 (1,81±0,29), B1 (2,05±0,10) e B2 
(2,09±0,19) foram os que apresentaram os escores mais representativos da infiltração 
neutrofílica de grau moderado onde de onze à vinte células inflamatórias se infiltraram no 
espaço intercelular e em locais mais distantes do espaço vascular (Figura 14). 
 Alguns animais dos grupos B1 (2,05±0,10) e B2 (2,09±0,19) apresentaram grau 
acentuado de infiltração de neutrófilos caracterizado por numerosas células, mais de vinte por 
campo, entre as fibras musculares (Figuras 15 e 16). 
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Tabela 1 - Médias do escore da análise do infiltrado neutrofílico para os subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-
Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  subgrupos (1B s/PTX), (2B c/PTX-rep), (3B c/PTX-
I/R)► [Isq 6h + Rep 24h]. 
 
 A1 A2 A3 B1 B2 B3 
R1 1,2 1,5 1,0 2,1 2,0 1,5 
R2 1,8 2,0 1,0 2,0 1,9 1,6 
R3 2,1 1,7 0,8 2,1 2,1 1,0 
R4 2,2 2,1 1,0 2,1 2,6 1,5 
R5 1,7 1,8 0,8 1,9 2,1 1,0 
R6 1,7 2,0 1,0 2,2 2,1 1,3 
R7 1,7 1,2 0,8 2,1 2,0 1,6 
R8 2,0 1,7 1,0 2,0 2,0 1,0 
R9 2,0 2,1 0,8 1,9 2,1 1,5 
R10 2,0 2,0 1,0 2,1 2,0 1,0 
 
Média 
 
1,84 
 
1,81 
 
0,92 
 
2,05 
 
2,09 
 
1,3 
Desvio-padrão 0,29 0,29 0,10 0,10 0,19 0,27 
 
(Grupo A1 x  A2 x A3) (Grupo B1 x B2 x B3) (Grupo A1 x B1) (A3 x B3) 
A1 = A2 B1 > B2  > B3 B1 > A1 B3 > A3 
H = 19,8388 H = 20,1369 H= 3,7431 H = 9,5430 
*p = 0,84 *p = 0,0001 *p= 0,0530 * p= 0,0020 
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Gráfico 1 - Médias do escore da análise do infiltrado neutrofílico para os subgrupos (A1 
s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  
subgrupos(B1 s/PTX), (B2 c/PTX-rep), (B3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 24h]. 
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Tabela 2 - Médias do escore da análise da dissociação de fibras para os subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), 
(A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os subgrupos(B1 s/PTX), (B2 c/PTX-rep), (B3 c/PTX-I/R)► 
[Isq 6h + Rep 24h]. 
 
 A1 A2 A3 B1 B2 B3 
R1 1,8 1,7 0,8 2,3 2,3 1,5 
R2 1,8 1,7 0,9 2,3 2,0 1,2 
R3 1,8 1,7 0,5 2,0 2,0 0,7 
R4 1,7 1,8 0,9 2,2 2,3 1,1 
R5 1,7 1,8 0,7 2,0 2,3 0,9 
R6 1,7 1,7 0,8 2,3 2,0 1,1 
R7 1,7 1,8 0,5 2,0 2,3 1,2 
R8 1,7 1,7 0,9 2,3 2,3 0,9 
R9 1,7 1,8 0,7 2,0 2,2 1,1 
R10 1,7 1,7 0,9 2,2 2,3 0,8 
Média 1,73 1,74 0,76 2,16 2,20 1,05 
Desvio-padrão 0,05 0,05 0,16 0,14 0,14 0,23 
       
 
 (Grupo A1 x A2 x A3) (Grupo B1 x B2 x B3 ) (Grupo A1 x B1) (A3 x B3) 
A1 = A2 > A3 B1 > B2  > B3 B1 > A1 B3 > A3 
H = 21,4894 H = 20,6237 H= 15,2122 H = 6,8584 
*p = 0,0001 *p = 0,0001 *p= 0,0001 * p= 0,0001 
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Gráfico 2 - Médias do escore da análise da dissociação de fibras para os subgrupos (A1 
s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  subgrupos 
(B1 s/PTX), (B2 c/PTX-rep), (B3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 24h]. 
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Figura 9 - Fotomicrografia característica de um animal do grupo simulado mostrando a dissociação 
ausente (grau 0) de fibras musculares. (HE 100x). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com presença leve (Grau1) de 
dissociação de fibras musculares. (HE 100x). 
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Figura 11 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com dissociação moderada (Grau 
2) de fibras musculares. (HE 100x). 
 
 
 
 
 
 
Figura 12 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com dissociação acentuada (Grau 3) 
de fibras musculares. (HE 100x). 
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Figura 13 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com infiltrado neutrofílico leve (Grau 
1). (HE 400x). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com infiltrado neutrofílico 
moderado (Grau 2). (HE 400x). 
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Figura 15 - Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com infiltrado neutrofílico 
acentuado (Grau 3). (HE 400x). 
 
 
 
 
 
Figura 16 – Fotomicrografia do músculo sóleo em corte longitudinal com alterações morfológicas 
acentuadas (Grau 3). (HE 100x). 
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Resultados da Imuno-histoquímica 
 
A imunocoloração foi avaliada pela expressão da caspase-3 ativada na região 
perivascular e área perinuclear da fibra muscular. Foi padronizado uma área de um quadrado 
de 3cm x 3cm para marcar a região escolhida para expressão da caspas-3 em percentual de 
imunocoloração das respectivas áreas pelo programa computadorizado de imageLAB®. 
Os resultados das médias em percentual da expressão da caspase-3 de todos os grupos 
estão  demonstrados nas tabelas 3, 4 e 5 e nos gráficos 3,4 e 5. 
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Tabela 3 – Médias em percentual da expressão da caspase 3 na área perivascular para os subgrupos (A1 s/PTX), 
(A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  subgrupos (B1 s/PTX), (B2 c/PTX-Rep), 
(B3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h+ Rep 24h]. 
 
 S A1 A2 A3 B1 B2 B3 
R1 1,02 3,57 1,44 0,76 3,63 2,93 0,75 
R2 0,84 3,61 2,69 0,56 3,63 1,84 1,04 
R3 0,82 3,13 2,06 0,72 4,31 2,96 1,03 
R4 0,96 2,70 2,52 0,58 4,03 2,57 1,02 
R5 0,92 3,31 2,04 0,68 4,11 1,86 1,44 
R6 0,80 2,28 2,07 0,91 3,53 1,87 1,23 
R7  3,10 1,95 0,55 4,75 1,75 1,26 
R8  2,71 1,44 0,49 5,17 2,02 1,53 
R9  2,14 1,85 0,57 5,176 1,88 0,96 
R10  2,49 2,25 0,89 3,06 2,45 0,77 
 
Média 0,89 2,90 2,03 0,67 4,30 2,21 1,10 
Desvio-padrão 0,079 0,52 0,40 0,15 0,79 0,47 0,26 
Coeficiente de 
variação 8,88% 17,86% 19,84% 21,86% 18,50% 21,30% 23,58% 
 
(Grupo A1 x A2 x A3  x  S) (Grupo B1 x B2 x B3 ) (Grupo A1 x B1) (A3 x B3) 
A1 > A2  > S > A3 B1 > B2  > B3 B1 > A1 B3 > A3 
H = 24,13,18 H = 25,8122 H= 11,5801 H = 11,5714 
*p = 0,0001 *p = 0,0001 *p= 0,0007 * p= 0,0007 
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Gráfico 3 – Médias em percentual da expressão da caspase 3 na área perivascular 
para os subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► 
[Isq 6h + Rep 4h] e os  subgrupos (B1 s/PTX), (B2 c/PTX-Rep), (B3 
c/PTX-I/R)► [Isq 6h+ Rep 24h]. 
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Tabela 4 – Médias em percentual da expressão da caspase 3 na área perinuclear para os subgrupos (A1 s/PTX), 
(A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  subgrupos (B1 s/PTX), (B2 c/PTX-Rep), 
(B3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h+ Rep 24h]. 
 
 S A1 A2 A3 B1 B2 B3 
R1 0,07 1,13 0,18 0,28 0,99 0,63 0,19 
R2 0,03 1,38 0,65 0,51 0,83 0,34 0,30 
R3 0,07 1,05 0,37 0,36 0,49 0,35 0,24 
R4 0,10 1,32 0,35 0,19 0,38 0,26 0,38 
R5 0,13 1,33 0,33 0,21 0,73 0,65 0,15 
R6 0,12 1,19 0,38 0,21 0,91 0,39 0,38 
R7  0,90 0,42 0,27 1,10 0,24 0,50 
R8  1,13 0,40 0,06 1,53 0,72 0,51 
R9  0,23 0,44 0,40 1,12 0,84 0,65 
R10  1,05 0,40 0,22 0,97 0,27 0,43 
Média 0,09 1,07 0,39 0,27 0,91 0,47 0,37 
Desvio-padrão 0,0372 0,3305 0,1159 0,1260 0,3284 0,2191 0,1568 
Coeficiente de 
variação 42,97% 30,86% 29,57% 46,50% 36,28% 46,72% 42,03% 
 
(Grupo A1 x A2 x A3 x S) (Grupo B1 x B2 x B3 ) (Grupo A1 x B1) (A3 x B3) 
A1 > A2  > A3 > S B1 > B2  > B3 B1 > A1 B3 > B3 
H = 16,3635 H = 13,1194 H= 2,7699 H = 1,8570 
*p = 0,0003 *p = 0,0014 *p= 0,0961 * p= 0,1730 
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Gráfico 4 - Médias em percentual da expressão da caspase 3 na área perinuclear para os 
subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] 
e os  subgrupos(B1 s/PTX), (B2 c/PTX-Rep), (B3c/PTX-I/R)► [Isq 6h+ Rep 
24h]. 
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Tabela 5 - Comparações das médias da expressão da caspase 3 entre a área perinuclear e perivascular nos 
subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h + Rep 4h] e os  subgrupos (B1 
s/PTX), (B2 c/PTX-Rep), (B3 c/PTX-I/R)► [Isq 6h+ Rep 24h]. 
 
Área Perinuclear  Área perivascular 
 Média DP   Média DP 
GS 0,09 0,0372  GS 0,45 0,04 
GA1 1,07 0,3305  GA1 2,90 0,52 
GA2 0,39 0,1159  GA2 2,03 0,40 
GA3 0,27 0,1260  GA3 0,67 0,15 
GB1 0,91 0,3284  GB1 4,30 0,79 
GB2 0,47 0,2191  GB2 2,21 0,47 
GB3 0,37 0,1568  GB3 1,10 0,26 
 
S-PN x S-
PV 
A1 – PN X 
A1 - PV 
A1 – PN X 
A2 – PV 
A3 – PN X 
A3 – PV 
B1 – PN X 
B1 – PV 
B2 – PN X 
B2  - PV 
B3 – PN X 
B3 – PV 
S-PV > S-
PV 
A1 – PV > 
A1 - PN 
A2 – PV > 
A2 – PN 
A3 – PV >  
3A – PN 
B1 – PV > 
B1 - PN 
B2 – PV > 
B2 - PN 
B3 – PV > 
B3 – PN 
Z= 2,88 Z = 3,7796 Z = 3,7796 Z = 3,7041 Z = 3,7796 Z = 3,7796 Z = 3,7796 
P= 0,003 P= 0,002 P= 0,002 P= 0,002 P= 0,002 P= 0,002 P= 0,002 
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Gráfico 5 - Comparações das médias da expressão da caspase 3 entre a área perinuclear e 
perivascular nos subgrupos (A1 s/PTX), (A2 c/PTX-Rep), (A3 c/PTX-I/R)► [Isq 
6h + Rep 4h] e os  subgrupos (B1 s/PTX), (B2 c/PTX-Rep), (B3 c/PTX-I/R)► 
[Isq 6h+ Rep 24h].  
  
5. DISCUSSÃO 
 
 
Os membros inferiores estão frequentemente sujeitos à quadros relevantes de isquemia 
tecidual devidos ao trauma vascular, às doenças arteriais agudas e aos procedimentos 
operatórios convencionais ou endovasculares. Diante de um quadro isquêmico dos membros 
inferiores a prioridade é restabelecer o fluxo sanguíneo. A extensão e gravidade das alterações 
morfológicas e funcionais teciduais dependem fundamentalmente do período de oclusão do 
fluxo sangüíneo arterial1-8. 
Trabalhos em animal de experimentação têm procurado estudar modelos que possam 
reproduzir as condições de isquemia encontradas em seres humanos e com isso ter um melhor 
entendimento da fisiopatologia da doença e das alternativas terapêuticas9-11. 
 O rato é um animal de uso corrente em modelos de isquemia e reperfusão, inclusive 
em membros posteriores. É freqüentemente usado em modelos experimentais, tendo em vista 
sua fácil obtenção e manipulação, com custos baixos. A facilidade de manutenção em 
ambiente controlado facilitou a elaboração de uma amostra homogênea de ratos machos, com 
idade e peso similares13,31.  
Há modelos de isquemia de músculo esquelético que utilizam a secção circunferencial 
da pele, tela subcutânea e musculatura da coxa, ao redor da articulação do quadril, 
preservando-se o osso, nervo, artéria e veia femorais. A isquemia é produzida pela oclusão, 
sob lupa, da artéria femoral. Justifica-se o modelo como ideal para eliminar toda a circulação 
colateral, porém é mais traumático e exige uso de microscópio cirúrgico para sua 
execução32,33. 
Outro modelo preconiza o uso de torniquete, que compromete a irrigação arterial e 
drenagem venosa simultaneamente. Argumenta-se que este modelo estaria privilegiando 
também a lesão vascular, pelo trauma da aplicação do torniquete, e impedindo a resposta 
vasomotora e venosa durante a reperfusão. Deste modo seria mais adequado para simular um 
trauma compressivo ou o procedimento operatório de garroteamento usado em operações 
ortopédicas11,12,34. 
Há também modelos que preconizam o clampeamento arterial isolado, sendo 
considerado mais apropriado para simular uma oclusão arterial aguda, uma vez que 
compromete somente a irrigação arterial deixando livre a drenagem venosa. Este modelo 
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considera que a circulação colateral ficará disponível para suprir o território isquêmico, o que 
também ocorre no caso da oclusão arterial aguda2,3,14,15,18. 
Optou-se pelo modelo de obstrução isolada da artéria ilíaca comum por atender aos 
objetivos de tentar simular a ocorrência de isquemia resultante de obstruções arteriais agudas 
que ocorrem com freqüência na prática médica2,3,15,18. Os testes do projeto piloto mostraram 
que o edema e cianose apresentada pela pata do animal após o clampeamento arterial foi um 
parâmetro confiável para comprovar a isquemia do membro inferior.  
Utilizaram-se os procedimentos anestésicos padronizados pelo Programa de Pós-
graduação em experimentos envolvendo ratos31. O uso intraperitoneal da associação de 
quetamina e xilazina foi suficiente para manter os animais em plano anestésico durante todos 
os procedimentos operatórios. Nos intervalos de observação a analgesia proporcionada pela 
nalbufina foi adequada, pois os animais se locomoveram espontaneamente na gaiola e 
procuram a água e alimento disponíveis. 
Há consenso na literatura em relação ao músculo sóleo como sendo o mais adequado 
para o estudo das lesões decorrentes da isquemia e reperfusão11,12,35,36, uma vez que o tipo de 
fibra e a localização dos grupamentos musculares estão relacionados ao grau de lesão causado 
pelo fenômeno de isquemia e reperfusão37. O músculo sóleo por possuir 91% de fibras tipo I 
torna-se mais sensível aos processos de isquemia. Sua maior sensibilidade ao estresse 
oxidativo, resultante da produção de espécies reativas de oxigênio, é explicada pela sua via 
metabólica para obtenção de energia: preferencialmente a oxidação de glicerídeos e pouco a 
via oxidativa glicogênica8,10,11,12.  
O músculo esquelético é considerado como sendo resistente às lesões isquêmicas, 
apesar da sensibilidade específica do músculo sóleo11,12,35,36. A literatura revela que o músculo 
esquelético suporta bem a isquemia por períodos de até quatro horas, apesar de algumas 
repercussões locais e sistêmicas. Sendo a lesão tempo dependente8,37, neste modelo 
pesquisado procurou-se ampliar o período de oclusão arterial para seis horas, e assim produzir 
um modelo com lesões mais graves, que pudessem ser bem caracterizadas e que permitissem 
avaliar uma eventual ação terapêutica de drogas.  
As lesões morfológicas começam a se manifestar cerca de quinze minutos após a 
isquemia e aumentam progressivamente à medida que aumenta a resposta inflamatória. Ficam 
mais evidentes com quatro horas e atingem o pico máximo após vinte e quatro horas37-42. 
Frequentemente a literatura refere avaliações das lesões com mais freqüência após um período 
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de reperfusão de quatro e vinte e quatro horas. Deste modo procurou-se estudar alterações 
tidas como precoces (quatro horas) e tardias (vinte e quatro horas). Períodos anteriores à 
quatro horas trazem resultados irrelevantes e períodos posteriores à vinte e quatro horas 
mostram que há uma tendência à diminuição das lesões34. 
As lesões provocadas pela isquemia podem ser avaliadas pela microscopia óptica, em 
coloração pela hematoxilina e eosina, à partir de elementos simples, confiáveis e 
representativos de sofrimento tecidual. Estabeleceu-se um grupo de parâmetros histológicos 
relacionados com os fenômenos de resposta inflamatória e necrose que foram expressos de 
modo semi-quantitativo, à partir de um quadro de escores (ausente, leve, moderado, 
acentuado) e examinados em número de campos estatisticamente representativos para cada 
animal33,34,43. O avaliador (histologista) que realizou a leitura das lâminas não teve 
conhecimento prévio dos grupos a que elas pertenciam. 
Um dos primeiros sinais que ocorre após a desobstrução arterial é representado pelo 
edema intersticial. O extravasamento de líquidos intravascular para o interstício é ocasionado 
por alterações biofísicas (mecânicas) pelo aumento da pressão intracapilar, e posteriormente 
bioquímicas pelo aumento da permeabilidade capilar, que resultam em acúmulo de líquidos 
entre as fibras musculares levando à dissociação destas fibras. Quanto maior o edema maior a 
dissociação das fibras havendo uma relação temporal: quanto maior o período de isquemia, 
maior o edema4,10,16,33,34. A infiltração de líquido intersticial afasta as fibras musculares e o 
exame de campos representativos em mesmo aumento microscópico pôde caracterizar o grau 
desta infiltração. 
O processo isquêmico desencadeia uma esperada reação inflamatória caracterizada 
pela diapédese de leucócitos que se interpõem, à partir dos espaços vasculares, entre a fibras 
musculares. Em princípio a concentração leucocitária se faz ao redor dos vasos e que, com o 
avançar do processo, se espalha pelo interstício das fibras musculares. Os neutrófilos são os 
mais freqüentemente encontrados até vinte e quatro horas. Representam uma resposta do 
organismo aos processos humorais desencadeados pelo processo inflamatório visando o 
isolamento do fator agressor e inicio do processo reparação da lesão4,10,16,33,34. A presença de 
macrófagos e infiltrado linfocitário poderá suceder a esta fase inicial pós-isquemia. 
Além do edema e da infiltração leucocitária e em conseqüência da ausência de 
oxigênio ou substrato oxidável progressivamente as células musculares podem entrar em 
necrose16,44. É o desfecho final e mais dramático da isquemia e reperfusão: os núcleos deixam 
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a periferia da célula tomando uma posição central e ocorre desarranjo das membranas, em 
especial do sarcolema. O borramento da membrana citoplasmática e desestruturação da célula 
muscular podem ser graduados por campos estatisticamente significativos34. 
Outro parâmetro morfológico que pôde ser investigado foi a expressão da apoptose, 
que é o ponto final de uma cascata, dependente de energia, de eventos moleculares, 
desencadeadas por certos estímulos e consiste em quatro componentes distinguíveis, mas 
superpostos: vias sinalizadoras (que desencadeiam a apoptose), controle e integração 
(moléculas reguladoras que inibem, estimulam ou antecipam a apoptose e, assim, determinam 
o prognóstico), fase de execução comum (onde estão envolvidas as proteases do grupo das 
caspases) e remoção das células mortas. A remoção das células mortas se faz por fagocitose 
de modo eficiente, sem deixar vestígios e praticamente não há inflamação4-7,17. A expressão 
da caspase-3 pode ser utilizada como um marcador de apoptose. Efetuadores pertencentes à 
família das proteases, as caspases são proteases cisteínas ativadas por fatores liberados pela 
mitocôndria no processo de desencadeamento de morte celular e podem ser identificadas por 
processo imuno-histoquímico4-7,17,45,46. 
A marcação em fibras musculares (perinucleares) teve a intenção de identificar a 
apoptose pela expressão da caspase-3 especificamente sobre o tecido muscular esquelético. A 
marcação dos neutrófilos foi a tentativa de expressar a magnitude da reação inflamatória. 
Quanto maior o sofrimento leucocitário, expresso pela apoptose em neutrófilos, mais grave 
seria a lesão originada da isquemia e reperfusão4-7,16,44. 
No período de reperfusão os desencadeadores da cascata bioquímica da apoptose são as 
espécies reativas de oxigênio, que agravam o quadro de lesão celular iniciada na isquemia dos 
tecidos. O oxigênio é o elemento essencial na reação de oxidação para a produção de energia 
no organismo, armazenado em última instância nos complexos de adenosina trifosfato (ATP). 
Estas reações de oxidação à partir de substratos oxidáveis, em especial a glicose, são 
realizadas em sua maior parte nas mitocôndrias e dependem de uma interelação de substratos, 
enzimas, vitaminas,  eletrólitos e água2-7,47.  
A xantina desidrogenase (XD), é uma das enzimas responsáveis pelo mecanismo de 
fornecimento de um elétron altamente energético para a nicotinamida adenina difostato (ADP) 
que sendo receptora deste elétron se transforma no ATP, armazenando a energia de modo 
estável e transportável dentro da própria célula ou para outros tecidos e órgãos. A supressão 
do oxigênio determina a conversão da XD em xantina oxigenase (XO)45. Esta enzima utiliza o 
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oxigênio como receptor de elétrons, numa ligação instável e altamente energética formando os 
conhecidos radicais livres de oxigênio (RLO) ou espécies reativas de oxigênio (EROs) como 
o superóxidos (O2-) e peróxido de hidrogênio (H2O2-)8,10,39,45,47,48. Os radicais livres de 
oxigênio determinam a destruição das camadas lipoprotéicas das membranas celulares do 
núcleo, mitocôndrias e do citossol levando a morte celular imediata por necrose ou 
desencadeando processos bioquímicos que, após um determinado tempo, levará à morte 
celular por apoptose2,8,17,38,49,50,51. 
Têm-se buscado formas de abolir ou minimizar os efeitos destas espécies reativas de 
oxigênio ou radicais livres7,9,11,14,35,36,39,46,52,. Para isto têm-se utilizado substâncias inibidoras 
da formação dos radicais livres conhecidas como antioxidantes (vitamina E14, 50, o ácido 
ascórbico53, a deferoxamina54, a estreptoquinase54, o alopurinol54, os sais de magnésio55, os 
aminoesteróides55, os quelantes do ferro35 e os antiinflamatórios não esteróides56), substâncias 
varredoras destas substâncias (scavengers)7,40,53,57,, processos de pré-condicionamento 
isquêmico, onde supressões parciais e progressivas de oxigenação antecedem uma supressão 
sustentada mais prolongada7,32,37. Cada uma destas proposições têm mostrado vantagens e 
desvantagens na dependência dos modelos para a provocação de isquemia e reperfusão, nas 
doses das substâncias utilizadas, nos períodos em que são empregadas, nos parâmetros que 
são usados para avaliação dos resultados, entre outras variáveis1-7. 
A busca de uma droga que possa atuar reduzindo a liberação das espécies reativas de 
oxigênio, bem como limitar a resposta inflamatória mediada por neutrófilos e a liberação do 
fator de necrose tumoral constitui uma opção válida para o controle das lesões de isquemia e 
reperfusão em músculo esquelético. 
A pentoxifilina tem ação antioxidante inibindo diretamente o ânion superóxido e de 
forma indireta bloqueando a ação da xantina oxidase. Além disso, parece diminuir a resposta 
inflamatória, pela redução da migração de neutrófilos e outros mecanismos, reduzindo a 
liberação de citocinas, fator de necrose tumoral, fator ativador de plaquetas e liberação de 
endotelina que é uma potente substância vasoconstrictora28,51,58. Considerando estes suportes 
teóricos propôs-se a utilização desta droga para testar sua atuação em isquemia e reperfusão 
de músculo esquelético. 
A análise e interpretação dos resultados histológicos no tocante aos parâmetros 
estudados mostraram algumas variações significativas que mereceram atenção. 
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O grupo simulado mostrou que o trauma anestésico e operatório não trouxe influências 
significativas sobre o tecido muscular e pode ser utilizado como ponto de comparação com os 
outros dois grupos de estudo. Consideraram-se os achados obtidos como padrão de 
normalidade. 
Foi significativa a ausência de alterações morfológicas típicas da necrose tecidual. As 
fibras musculares nos animais submetidos a seis horas de isquemia não mostraram reações 
necróticas evidenciáveis às quatro horas ou vinte e quatro horas após o restabelecimento da 
perfusão tecidual. O fato pode demonstrar a resistência do tecido muscular à agressão 
isquêmica, mas deve estar associada também a capacidade ou peculiaridade da circulação 
arterial colateral dos membros posteriores dos ratos e o não comprometimento do retorno 
venoso.  
Alguns trabalhos referidos na literatura, usando o mesmo tempo de clampeamento 
arterial em ratos, também não lograram identificar áreas de necrose de fibras musculares, 
embora tenham ocorrido outras alterações morfológicas e aumento da creatinafosforoquinase 
(CPK), parâmetro indireto de necrose14,18,35,41.  
Num modelo de isquemia pelo clampeamento da artéria femoral com total restrição de 
circulação colateral, bem como de estímulo nervoso, produzido pela secção total dos tecidos 
ao redor da coxa do animal exceto o feixe vascular, mostrou um comprometimento 
inflamatório, porém sem sinais de necrose em músculo grácil de ratos após quatro horas de 
reperfusão33. Embora o pré-condicionamento isquêmico tenha protegido o músculo das lesões 
de isquemia e reperfusão, o componente de edema e de dissociação de fibras encontrado no 
grupo controle foi semelhante aos desta pesquisa. 
 Outro modelo de isquemia com uso de torniquete ao redor da coxa do animal, que 
impediu também o retorno venoso e produziu também certo grau de lesão vascular pela 
compressão, mostrou necrose ausente ou leve em músculo sóleo de ratos na fase precoce 
(quatro horas) e discretamente mais elevada na fase tardia (vinte e quatro horas)34. A 
associação de comprometimento venoso concomitante à obstrução arterial parece agravar as 
lesões de isquemia e perfusão. 
A aplicação da pentoxifilina não pode ser avaliada nesta situação uma vez que a 
necrose não ficou evidente, quer na fase precoce ou na fase tardia de avaliação. 
A dissociação de fibras, que expressa a presença de edema intersticial, nos animais 
que foram observados após quatro horas de reperfusão mostrou que a aplicação da 
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pentoxifilina no período de reperfusão (A2=1,74±0,05) não foi diferente daquela dos animais 
do grupo controle (A1=1,73 ±0,05), porém quando aplicação da droga se fez nos dois 
períodos (isquemia e reperfusão) houve uma significativa diminuição da expressão do edema 
(A3=0,76±0,16). O perfil se repetiu na observação de vinte e quatro horas onde o grupo 
controle (B1=2,16±0,14) foi semelhante ao grupo de aplicação da droga na reperfusão 
(B2=2,20±0,14) e significantemente menor no grupo de aplicação nos dois períodos 
(B3=1,05±0,23). Deste modo pode-se concluir que a pentoxifilina teve uma ação sobre o 
processo melhorando a expressão do edema. Como o componente inicial de perda de líquido 
intravascular é mecânico (biofísico) pelo aumento da pressão intracapilar e posteriormente 
bioquímico, envolvendo a vitalidade celular e atividades enzimáticas que levam ao aumento 
da permeabilidade vascular e relação de forças de tensão osmótica dos tecidos, pode-se inferir 
que a capacidade hemorreológica da pentoxifilina deva ter uma interferência favorável 
impedindo ou dificultando a perda intravascular de líquidos. 
A relação do edema tecidual é tempo dependente. Com quatro horas de reperfusão o 
edema é menos importante (A1=1,73±0,05) do que com vinte e quatro horas (B1=2,16±0,14). 
Em ambas a fase precoce e tardia a pentoxifilina mostrou-se eficaz na redução do edema. 
Pode-se imaginar que por ter reduzido o edema já na fase inicial isto representaria um efeito 
conseqüente quando da observação da fase tardia, porém como a metabolização da droga é 
lenta pode inferir que ainda haja uma ação efetiva da droga também no período tardio. 
Trabalhos da literatura relatam a relação do aumento progressivo das alterações 
morfológicas quando se observa um período de até 24 horas após isquemia em músculo 
esquelético40-44. Depois deste período ocorre uma tendência à normalização dos tecidos 
quanto maior for o tempo de observação após isquemia41,58.  
A mesma relação teórica sobre o edema pode-se estabelecer para a avaliação da 
migração de neutrófilos. Sabe-se que a pentoxifilina tem uma capacidade de inibir a migração 
dos leucócitos. Como a migração leucocitária é um processo ativo que depende da liberação 
local de substâncias ativas como citocinas, fator de necrose tumoral, fator ativador de 
plaquetas e endotelina e estes fatores humorais são modulados pela droga é licito inferir que a 
sua ação foi favorável também neste aspecto sobre a lesão de isquemia e reperfusão muscular.  
A avaliação da infiltração leucocitária foi baseada na célula mais freqüente e 
característica da reação inflamatória que foram os neutrófilos. Como não ocorreram 
diferenças significativas nas contagens de neutrófilos nas regiões perivasculares ou 
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intersticiais foi considerada, para fins de cálculos estatísticos, a somatória de ambas as 
regiões. Nos animais que foram observados após quatro horas de reperfusão verificou-se que 
a aplicação da pentoxifilina no período de reperfusão (A2=1.81±0,29) não foi diferente 
daquela dos animais do grupo controle (A1=1,84 ±0,29), porém quando aplicação da droga se 
fez nos dois períodos (isquemia e reperfusão) houve uma significativa diminuição da 
migração leucocitária (A3=0,92±0,10). O perfil se repetiu na observação de vinte e quatro 
horas onde o grupo controle (B1=2,05±0,10) foi semelhante ao grupo de aplicação da droga 
na reperfusão (B2=2,09±0,19) e significantemente menor no grupo de aplicação nos dois 
períodos (B3=1,30±0,27). Deste modo pode-se concluir que a pentoxifilina teve uma ação 
sobre o processo diminuindo a infiltração neutrofilica intersticial. Como a reação inflamatória 
é mediada por fatores humorais liberados pelos neutrófilos pode-se dizer que houve uma 
menor reação inflamatória nas fases precoce e tardia graças a ação da pentoxifilina. 
Os resultados da pesquisa são concordantes com outros da literatura biomédica. 
Estudo sobre o clampeamento da aorta abdominal de ratos por noventa minutos e reperfusão 
por 60 minutos mostrou que pentoxifilina atenuou o edema e infiltrado leucocitário da 
musculatura do membro posterior dos animais, quando utilizada nos períodos de isquemia e 
reperfusão23. Em outro modelo de isquemia de músculo esquelético por cinco horas e 
observação pós-isquemia por vinte horas, conseguiu-se estabelecer que quanto maior for a 
dose a pentoxifilina melhor são os efeitos protetores para redução de edema, infiltrado 
leucocitário e áreas de necrose das fibras musculares, assim como para redução do fator 
ativador de plaquetas (PAF)22.  Outro modelo experimental de isquemia de membro 
posteriores de ratos pelo clampeamento da aorta abdominal observou que a repercussão local 
e pulmonar no grupo que se utilizou pentoxifilina apresentou redução dos níveis de fator 
tumoral de necrose alfa (TNF-α) e infiltrado leucocitário no músculo e pulmão, quando 
comparado aos grupos controle e da dexametasona58. 
Por outro lado, a proposição de analisar a expressão da caspase-3 nas áreas 
perivascular e perinuclear da fibra muscular foi baseada em trabalhos da literatura que 
encontraram maior evidência de apoptose, somente em infiltrado neutrofílico e vasos de 
músculos submetidos ao estresse oxidativo, demonstrando que a fibra muscular é mais 
resistente à apoptose e mais sensível  à necrose16,35,44. Um recente estudo sobre apoptose em 
músculo esquelético de ratos jovens mostrou ativação da caspase-3 em núcleo e citoplasma de 
fibra muscular, apesar de não encontrar manifestação clara e convincente de apoptose59. Por 
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outro lado, outro estudo mostrou maior atividade da caspase-3 e apoptose em infiltrados 
neutrofílico e vasos de músculo esqueléticos submetidos à isquemia e reperfusão, embora não 
tenha encontrado diferença estaticamente significante da expressão da caspase-3 ativada 
quando se comparou os tempos zero, vinte e quatro e setenta e duas horas de reperfusão16. 
A avaliação da apoptose pela expressão imuno-histoquímica da caspase-3 mostrou que  
ela é pouco importante no tecido muscular normal  representado pelos animais do grupo 
simulado. A expressão em neutrófilos em área perinuclear se mostrou muito discreta (0,09± 
0,037) quando comparada à área perivascular (0,89±0,079) e ambas muito inferiores aos 
valores dos animais submetidos à isquemia e reperfusão. Portanto, a expressão da apoptose 
em neutrófilos nas condições do grupo simulado, onde houve apenas a influência do trauma  
anestésico e operatório, é praticamente inexistente.  
No entanto a expressão nos animais submetidos à isquemia e reperfusão na área 
perivascular, na fase precoce (A1=2,90±0,52) ou fase tardia (B1=4,30±0,79), são 
significantemente maiores, assim como na área perinuclear, na fase precoce (A1=1,07±0,03) 
como na fase tardia (0,91±0,32). A expressão foi tempo dependente na área perivascular, onde 
na fase precoce o índice foi menor (2,90±0,92) que na fase tardia (4,30 ±0,79). Na área 
perinuclear os índices foram equivalentes, quer na fase precoce (1,07± 0,33) quer na fase 
tardia (0,91±0,32). Os achados permitem inferir que os neutrófilos perinucleares e núcleos da 
fibra muscular são menos susceptíveis de entrarem em processo de apoptose que os 
neutrófilos perivasculares, revelando que os últimos podem estar mais diretamente envolvidos 
nos processos de lesão tecidual ou mais expostos aos fatores agressores da lesão de isquemia e 
reperfusão. O fator agressivo principal de ativação da cascata das caspases é atribuído à 
liberação de radicais livres de oxigênio durante a fase de reperfusão. 
O emprego da pentoxifilina avaliada na área perinuclear no período de reperfusão, 
quer na fase precoce (A2=0,39±0,11) ou na fase tardia (B2=0,47±0,21) não mostrou 
diferenças, contudo ambas foram significantemente menores do que a expressão nos animais 
que não fizeram uso da droga. Quando avaliada a sua aplicação em ambos os períodos 
(isquemia e reperfusão) na fase precoce (A3=0,27±0,12) ou tardia (B3=0,37±0,15), ambas 
foram significativamente inferiores aos animais que não receberam a droga, embora não tenha 
havido diferenças no momento de aplicação da droga. Deste modo a pentoxifilina foi 
igualmente favorável na manifestação da apoptose nos neutrófilos perinucleares tanto na fase 
precoce como tardia, mostrando uma ação imediata e sustentada. 
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A comparação da expressão da caspase entre as áreas perinucleares e perivasculares 
nos diferentes períodos de aplicação e fases da avaliação (Tabela 5 e Gráfico 5) mostra que a 
pentoxifilina foi significantemente favorável para diminuir a apoptose em ambas as áreas e 
com maior intensidade quando aplicada nos dois períodos (isquemia e reperfusão). 
A droga mostrou eficácia na diminuição da expressão da caspase-3, que é um monitor 
da apoptose celular, quando houve a somatória das doses, aplicadas nos dois períodos. 
A pentoxifilina tem ação antioxidante inibindo diretamente o ânion superóxido e de 
forma indireta bloqueando a ação da xantina oxidase28. Até duas horas de isquemia o 
metabolismo anaeróbio prevalece com acidose metabólica por acúmulo de ácido láctico. 
Acima de duas horas e à medida que aumenta o tempo de isquemia, os níveis de ATP 
reduzem de forma considerada com acentuação da acidose, falência da bomba sódio e 
potássio com conseqüentes alterações das trocas iônicas que induz o influxo intracelular de 
cálcio com ativação de proteases citoplasmáticas. A degradação ininterrupta de ATP vai gerar 
grandes concentrações de hipoxantina que associadas às proteases ativadas (calpaínas) 
convertem a enzima xantina desidrogenase na forma oxidase (xantina oxidase) que tem 
importância na lesão de reperfusão2-7,47,48. A reperfusão, embora necessária para reverter o 
quadro isquêmico, piora as lesões já existentes no período de isquemia. A enzima xantina 
oxidase utiliza o oxigênio molecular disponíveis aos tecidos para produzir os radicais 
superóxidos (ânion superóxido e radical hidroxila). Essas espécies reativas de oxigênio são os 
principais responsáveis por iniciar a peroxidação lipídica e associadas à ampliação da reação 
inflamatória mediada por neutrófilos, liberação de citocinas e fator de necrose tumoral 
induzem alterações morfológicas no músculo, tais como edema, infiltrado leucocitário, 
dissociação de fibras, necrose e apoptose tecidual2-8,21,48. 
A pentoxifilina neste modelo experimental mostrou-se eficaz tanto na atenuação da 
reação inflamatória pela diminuição do edema e do infiltrado leucocitário como pela 
diminuição da expressão da caspase-3 e que a coloca de acordo com as manifestações da 
literatura sobre os seus mecanismos de ação sobre o fenômeno de isquemia e reperfusão. 
Uma vez estabelecida a relação favorável da pentoxifilina sobre a isquemia e 
reperfusão neste modelo, que ampliou o tempo de isquemia (de quatro para seis horas) em 
relação aos outros modelos existentes, poderá avançar o estudo para evidenciar mais 
claramente esta relação e melhorar o conhecimento dos mecanismos de ação da droga. Uma 
opção seria o estudo da liberação e a possível ação inibidora da pentoxifilina sobre as espécies 
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reativas de oxigênio, avaliada pela quantificação do malondialdeído (produto final da 
peroxidação lipídica), tido como método mais confiável por medir diretamente o estresse 
oxidativo dos tecidos18. A microscopia eletrônica de transmissão também poderá analisar com 
mais detalhes alterações tais como enfraquecimento na habilidade de desenvolver tensão da 
fibra muscular, edema mitocondrial, ruptura na organização dos sarcômeros, escape de 
enzimas citosólicas para a circulação9,39. A disposição das miofibrilas e seu alinhamento estão 
relacionados com as lesões de isquemia, assim como os depósitos de glicogênio no músculo, 
poderão ser avaliados e relacionados com as alterações decorrentes da depleção energética33. 
Baseados nos achados da pesquisa pode-se admitir que a pentoxifilina é uma droga 
que deve continuar fazer parte do arsenal de fármacos que vêm sendo investigados para abolir 
ou atenuar as lesões de isquemia e reperfusão, e que o modelo ora proposto é viável e 
acrescenta um novo parâmetro de agravamento de lesões pelo maior  tempo de exposição do 
tecido muscular ao período de isquemia. 
  
 
 
 
 
 
 
 
  
6. CONCLUSÕES 
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3. 
O modelo de isquemia e reperfusão em músculo sóleo de ratos produziu alterações 
morfológicas, tempo dependente do período de reperfusão, porém sem evidências de 
necrose ou apoptose muscular. 
A pentoxifilina mostrou-se favorável na atenuação das alterações morfológicas em tecido 
muscular, pela redução do edema e do infiltrado neutrofílico entre as fibras musculares 
quando aplicada no início da isquemia e início da reperfusão. 
A pentoxifilina mostrou-se favorável na atenuação da expressão da caspase-3, no 
infiltrado leucocitário na área perivascular e perinuclear, sendo mais significante quando 
aplicada no início da isquemia e início da reperfusão. 
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APÊNDICE 
PROTOCOLO 
Data ____/____/____  
Grupo________________________________   Número ________________________ 
Sexo __________Peso ________   Idade _____________________________________ 
Anestésico e tipo __________________Volume _______Dose ____________________ 
Analgésico ___________Volume_________Dose _____________________________________ 
Pentoxifilina ______________Volume__________ Dose _______________________________ 
Descrição do ato operatório: ______________________________________________________ 
_____________________________________________________________________________ 
Isquemia                                Início ___________Final __________________________ 
                                              Duração________________________________________  
 
Reperfusão                            Início ___________Final __________________________ 
                                              Duração ________________________________________ 
Coleta de dados  
Sangue:  Mioglobinemia _______________________________________ 
                CPK__________________________________________________________ 
                TGO _________________________________________________________ 
                 TGP__________________________________________________________ 
Resultado da Microscopia Óptica -________________________________________ 
______________________________________________________________________ 
______________________________________________________________________ 
Resultado da imuno-histoquímica 
_____________________________________________________________________ 
Observação :  
 
Figura xx – Cópia do ficha padronizada para as anotações pertinentes a cada animal em cada 
grupo de estudo. 
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PLANILHAS DOS RESULTADOS DA IMUNO-HISTOQUÍMICA 10  CAMPOS DE CADA 
ANIMAL 
 
RATO 1 1,6% 0,4% 0,1% 2,3% 0,2% 1,2% 1,8% 0,1% 2,4% 1,3%
RATO 2 0,1% 1,4% 1,4% 1,0% 1,0% 1,4% 1,2% 1,3% 2,5% 2,3%
RATO 3 1,5% 0,6% 0,1% 0,1% 1,2% 0,4% 2,3% 2,2% 0,8% 1,3%
RATO 4 0,1% 0,0% 1,0% 2,5% 3,2% 2,7% 0,1% 1,1% 1,4% 0,9%
RATO 5 0,1% 1,1% 0,6% 0,9% 0,8% 2,5% 3,9% 2,3% 0,0% 1,0%
RATO 6 1,2% 1,2% 1,9% 0,1% 1,9% 3,1% 1,3% 0,4% 0,0% 0,7%
RATO 7 0,6% 0,8% 1,1% 2,8% 0,9% 0,3% 0,1% 0,1% 0,3% 2,1%
RATO 8 2,1% 0,2% 0,4% 0,5% 1,7% 1,5% 3,2% 1,6% 0,1% 0,0%
RATO 9 0,6% 0,2% 0,1% 0,0% 0,0% 0,9% 0,3% 0,1% 0,0% 0,0%
RATO 10 0,2% 0,4% 1,0% 0,8% 0,8% 1,2% 3,7% 1,6% 0,1% 0,9%
 Área perinuclear  A1
 
RATO 1 2,4% 3,3% 0,9% 4,3% 5,2% 4,3% 4,3% 1,5% 5,2% 4,3%
RATO 2 0,6% 2,8% 4,3% 2,9% 3,9% 2,5% 2,3% 5,9% 5,9% 5,0%
RATO 3 5,7% 3,5% 1,3% 2,1% 3,4% 3,4% 3,2% 3,2% 2,0% 3,7%
RATO 4 1,5% 3,3% 3,8% 1,9% 2,7% 2,3% 3,9% 2,1% 3,4% 2,0%
RATO 5 2,0% 4,1% 3,1% 1,3% 1,3% 3,0% 5,9% 3,4% 3,4% 5,5%
RATO 6 2,0% 1,6% 2,1% 3,3% 2,0% 2,3% 4,4% 1,5% 2,3% 1,3%
RATO 7 3,0% 2,9% 2,1% 5,2% 4,1% 3,3% 2,8% 0,3% 5,9% 1,3%
RATO 8 4,8% 1,9% 1,7% 1,8% 4,8% 1,2% 3,5% 3,0% 2,1% 2,3%
RATO 9 3,3% 2,9% 1,4% 0,7% 1,5% 1,6% 2,6% 0,5% 3,5% 3,5%
RATO 10 2,3% 2,8% 0,3% 5,2% 1,2% 2,9% 3,2% 3,7% 0,9% 2,4%
Área perivascular A1
 
RATO 1 0,2% 0,2% 0,3% 0,0% 0,0% 0,0% 0,2% 0,2% 0,2% 0,2%
RATO 2 0,6% 0,8% 0,1% 0,6% 0,3% 1,2% 0,4% 1,2% 0,0% 1,2%
RATO 3 1,2% 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,2% 0,3% 0,2% 0,1% 0,1%
RATO 4 0,1% 0,1% 0,1% 0,3% 0,3% 0,9% 0,7% 0,7% 0,2% 0,2%
RATO 5 0,3% 0,3% 0,3% 0,2% 0,2% 0,2% 0,3% 0,6% 0,6% 0,3%
RATO 6 0,3% 0,2% 0,6% 0,4% 0,4% 0,3% 0,2% 0,2% 0,6% 0,6%
RATO 7 0,4% 0,2% 0,4% 0,2% 0,6% 0,4% 0,4% 0,4% 0,5% 0,8%
RATO 8 0,5% 0,8% 0,4% 0,8% 0,3% 0,3% 0,2% 0,2% 0,2% 0,4%
RATO 9 0,2% 0,2% 0,4% 0,4% 0,9% 0,9% 0,9% 0,2% 0,2% 0,3%
RATO 10 0,3% 0,3% 0,3% 0,3% 0,3% 0,3% 0,8% 0,6% 0,6% 0,2%
Área perinuclear A2
 
RATO 1 2,2% 2,2% 2,6% 0,5% 1,7% 0,5% 1,2% 1,2% 1,2% 1,2%
RATO 2 2,9% 2,9% 2,9% 2,9% 2,3% 2,3% 2,3% 2,3% 3,0% 3,0%
RATO 3 2,7% 2,7% 2,7% 2,7% 1,5% 1,5% 1,5% 1,5% 2,1% 2,1%
RATO 4 1,7% 0,4% 1,7% 1,7% 3,6% 3,3% 3,3% 3,3% 3,1% 3,1%
RATO 5 2,5% 2,5% 2,5% 1,8% 1,8% 1,8% 1,8% 1,8% 1,9% 1,9%
RATO 6 1,9% 1,9% 2,4% 2,4% 2,4% 2,4% 2,4% 2,4% 1,1% 1,1%
RATO 7 1,1% 1,1% 1,0% 1,0% 2,2% 2,2% 2,2% 2,2% 3,3% 3,3%
RATO 8 1,9% 1,9% 1,8% 1,8% 1,8% 1,8% 0,8% 0,8% 0,8% 0,8%
RATO 9 2,0% 2,0% 2,0% 2,5% 2,5% 2,5% 1,2% 1,2% 1,2% 1,2%
RATO 10 3,1% 3,1% 3,1% 1,2% 1,2% 1,2% 1,1% 1,1% 3,8% 3,8%
Área perivascular A2
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RATO 1 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
RATO 2 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 1,0% 1,0% 0,5% 0,7% 0,0%
RATO 3 0,7% 0,7% 0,7% 0,5% 0,5% 0,5% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
RATO 4 0,2% 0,2% 0,5% 0,5% 0,3% 0,2% 0,0% 0,0% 0,1% 0,1%
RATO 5 0,2% 0,2% 0,5% 0,5% 0,3% 0,3% 0,0% 0,0% 0,1% 0,1%
RATO 6 0,2% 0,2% 0,2% 0,2% 0,3% 0,3% 0,3% 0,2% 0,2% 0,2%
RATO 7 0,3% 0,3% 0,2% 0,2% 0,0% 0,0% 0,0% 0,6% 0,6% 0,6%
RATO 8 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,0% 0,1% 0,1% 0,0% 0,0%
RATO 9 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,7% 0,7% 0,7% 0,1% 0,1%
RATO 10 0,3% 0,3% 0,3% 0,3% 0,3% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
Área perinuclear A3  
 
RATO 1 1,1% 1,1% 0,4% 0,4% 1,1% 1,1% 1,1% 0,5% 0,5% 0,5%
RATO 2 0,4% 0,4% 0,4% 0,5% 0,5% 0,5% 0,7% 0,7% 0,7% 0,7%
RATO 3 0,5% 0,5% 0,7% 0,7% 1,8% 1,8% 0,5% 0,5% 0,1% 0,1%
RATO 4 0,2% 0,1% 0,1% 1,8% 1,8% 0,6% 0,5% 0,5% 0,1% 0,1%
RATO 5 1,2% 0,1% 1,2% 0,2% 0,8% 0,5% 0,5% 0,5% 0,5% 1,6%
RATO 6 1,6% 1,6% 0,5% 0,5% 1,6% 1,0% 1,0% 1,1% 0,2% 0,2%
RATO 7 0,2% 1,0% 0,2% 0,2% 0,2% 1,3% 1,3% 0,2% 0,4% 0,4%
RATO 8 0,2% 0,2% 0,4% 0,4% 0,4% 0,1% 1,5% 1,5% 0,1% 0,1%
RATO 9 0,8% 0,1% 0,1% 0,6% 0,6% 0,4% 1,2% 1,2% 0,4% 0,4%
RATO 10 1,1% 1,1% 1,1% 1,1% 1,1% 0,4% 0,4% 0,4% 1,1% 1,1%
Área perivascular A3  
 
RATO 1 3,9% 0,5% 0,9% 0,8% 0,0% 0,6% 1,7% 0,8% 0,4% 0,3%
RATO 2 2,4% 0,7% 0,2% 0,8% 2,2% 0,5% 0,8% 0,5% 0,2% 0,1%
RATO 3 0,2% 0,3% 0,3% 0,6% 1,6% 0,4% 0,3% 0,7% 0,2% 0,3%
RATO 4 0,5% 0,1% 0,3% 0,7% 0,7% 1,0% 0,0% 0,1% 0,3% 0,0%
RATO 5 0,8% 0,6% 0,7% 0,3% 1,2% 0,5% 0,5% 0,5% 0,5% 1,6%
RATO 6 1,6% 2,1% 1,3% 0,8% 0,8% 0,5% 0,5% 0,5% 0,5% 0,5%
RATO 7 1,0% 1,0% 1,0% 0,0% 1,5% 1,5% 1,5% 1,5% 1,5% 0,7%
RATO 8 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 2,7% 2,7% 2,7% 2,7% 2,7%
RATO 9 0,6% 0,6% 3,4% 0,6% 0,6% 1,1% 1,1% 1,1% 1,1% 1,1%
RATO 10 1,2% 1,2% 0,0% 0,2% 1,0% 0,2% 1,0% 1,0% 3,1% 0,9%
Área perinuclear B1  
RATO 1 5,5% 0,9% 3,9% 3,6% 2,7% 4,3% 3,0% 3,3% 4,4% 4,6%
RATO 2 4,7% 3,8% 3,4% 2,8% 4,5% 5,9% 1,9% 3,8% 3,1% 2,3%
RATO 3 4,9% 3,3% 3,3% 5,4% 6,6% 6,6% 3,8% 2,7% 3,3% 3,1%
RATO 4 2,5% 5,3% 3,9% 5,5% 5,5% 4,4% 2,1% 4,6% 2,1% 4,4%
RATO 5 3,5% 3,1% 2,9% 2,1% 4,9% 4,9% 4,9% 4,9% 4,9% 4,9%
RATO 6 3,7% 3,6% 4,6% 5,7% 5,7% 2,4% 2,4% 2,4% 2,4% 2,4%
RATO 7 3,9% 3,9% 3,9% 3,9% 5,6% 5,3% 5,3% 5,3% 5,3% 5,3%
RATO 8 5,9% 5,9% 5,9% 5,9% 4,5% 4,5% 4,5% 4,5% 4,5% 5,9%
RATO 9 8,9% 8,9% 8,9% 8,9% 8,9% 2,7% 2,7% 2,7% 2,7% 2,7%
RATO 10 3,4% 3,4% 3,4% 3,4% 1,1% 1,8% 3,9% 2,6% 3,4% 3,9%
Área perivascular B1  
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RATO 1 0,6% 0,6% 0,6% 0,6% 0,6% 0,6% 0,7% 0,7% 0,7% 0,7%
RATO 2 0,2% 0,2% 0,2% 0,2% 0,2% 0,2% 0,5% 0,5% 0,5% 0,7%
RATO 3 0,0% 0,0% 0,0% 0,7% 0,7% 0,7% 0,4% 0,4% 0,2% 0,2%
RATO 4 0,1% 0,1% 0,1% 0,4% 0,4% 0,4% 0,3% 0,3% 0,3% 0,3%
RATO 5 0,5% 0,5% 0,5% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,4% 0,4% 0,4%
RATO 6 0,3% 0,3% 0,3% 0,5% 0,5% 0,5% 0,4% 0,4% 0,4% 0,2%
RATO 7 0,2% 0,2% 0,1% 0,3% 0,3% 0,3% 0,2% 0,2% 0,2% 0,2%
RATO 8 0,2% 0,2% 0,2% 1,5% 1,5% 1,5% 1,5% 0,1% 0,1% 0,1%
RATO 9 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,2% 0,2% 0,2% 1,4% 1,4% 1,4%
RATO 10 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,4% 0,1% 0,1% 0,1% 0,2%
Área perinuclear B2  
 
RATO 1 2,4% 3,3% 3,3% 3,3% 2,4% 2,4% 2,4% 3,4% 3,4% 2,8%
RATO 2 1,6% 1,6% 1,6% 1,3% 1,3% 1,3% 2,1% 2,1% 2,1% 3,4%
RATO 3 1,9% 1,9% 1,9% 4,6% 4,6% 4,6% 3,4% 3,4% 1,6% 1,6%
RATO 4 2,8% 3,3% 2,8% 2,4% 2,4% 2,4% 2,1% 2,1% 2,4% 2,8%
RATO 5 2,8% 3,3% 0,7% 0,7% 1,5% 1,5% 1,5% 3,6% 1,1% 1,9%
RATO 6 2,4% 3,0% 3,6% 1,5% 1,5% 1,5% 1,1% 1,1% 1,1% 2,0%
RATO 7 1,3% 2,4% 1,4% 2,8% 0,6% 1,6% 1,6% 1,6% 1,6% 2,5%
RATO 8 2,5% 1,6% 1,6% 2,5% 2,6% 2,6% 2,1% 2,1% 1,5% 1,1%
RATO 9 2,1% 2,1% 2,1% 2,1% 1,9% 1,9% 1,7% 1,7% 1,7% 1,5%
RATO 10 1,2% 1,2% 2,7% 2,7% 2,7% 2,6% 2,6% 2,6% 2,6% 3,7%
Área perivascular B2  
 
0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,4% 0,4% 0,2% 0,2% 0,1% 0,1%
0,3% 0,3% 0,2% 0,2% 0,2% 0,2% 0,1% 0,1% 0,8% 0,8%
RATO 1 0,3% 0,3% 0,3% 0,2% 0,2% 0,2% 0,4% 0,4% 0,1% 0,1%
RATO 2 0,6% 0,6% 0,6% 0,1% 0,1% 0,4% 0,4% 0,4% 0,0% 0,6%
RATO 3 0,1% 0,1% 0,1% 0,4% 0,4% 0,1% 0,0% 0,0% 0,1% 0,1%
RATO 4 0,1% 0,1% 0,1% 0,5% 0,5% 0,5% 0,6% 0,6% 0,3% 0,3%
RATO 5 0,6% 0,6% 0,5% 0,6% 0,6% 0,6% 0,5% 0,5% 0,3% 0,3%
RATO 6 0,2% 0,2% 0,6% 0,6% 0,2% 0,2% 0,8% 0,8% 0,8% 0,8%
RATO 7 0,6% 0,6% 0,6% 0,7% 0,7% 0,7% 1,1% 0,3% 0,5% 0,5%
RATO 8 0,0% 0,4% 0,4% 0,3% 0,3% 0,3% 0,9% 0,9% 0,4% 0,4%
área perinuclear B3  
RATO 1 0,3% 0,3% 0,3% 0,3% 1,3% 1,3% 1,5% 1,5% 0,3% 0,3%
RATO 2 0,3% 1,2% 1,2% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 1,0% 1,0% 2,2%
RATO 3 0,7% 0,7% 0,6% 1,2% 1,2% 1,2% 0,4% 1,3% 1,3% 1,7%
RATO 4 1,2% 1,2% 1,2% 0,3% 0,3% 1,3% 1,3% 1,3% 1,1% 1,1%
RATO 5 1,7% 1,7% 1,7% 1,0% 1,0% 1,0% 1,7% 1,7% 1,4% 1,4%
RATO 6 0,6% 1,1% 0,7% 0,7% 1,7% 1,7% 1,4% 1,4% 2,2% 1,0%
RATO 7 0,3% 0,7% 0,7% 0,6% 0,6% 1,0% 2,7% 2,7% 2,1% 1,4%
RATO 8 1,7% 1,7% 0,7% 0,7% 1,4% 1,4% 2,1% 2,6% 2,7% 0,5%
RATO 9 0,3% 0,7% 0,7% 0,8% 0,8% 0,8% 1,1% 1,0% 1,8% 1,8%
RATO 10 1,0% 1,0% 1,0% 1,0% 1,0% 1,0% 0,3% 0,3% 0,6% 0,5%
Área perivascular B3  
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RATO 1 0,0% 0,1% 0,1% 0,0% 0,2% 0,0% 0,1% 0,0% 0,1% 0,0%
RATO 2 0,0% 0,0% 0,0% 0,1% 0,0% 0,1% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
RATO 3 0,1% 0,1% 0,1% 0,0% 0,0% 0,1% 0,1% 0,2% 0,0% 0,0%
RATO 4 0,2% 0,0% 0,1% 0,4% 0,2% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
RATO 5 0,2% 0,0% 0,1% 0,1% 0,0% 0,2% 0,2% 0,3% 0,0% 0,2%
RATO 6 0,0% 0,0% 0,2% 0,1% 0,2% 0,1% 0,1% 0,1% 0,2% 0,2%
 Área perinuclear grupo S
 
 
RATO 1 0,8% 0,1% 0,8% 0,6% 0,7% 0,4% 0,2% 0,7% 0,6% 0,4%
RATO 2 0,3% 0,6% 0,1% 0,8% 0,5% 0,6% 0,4% 0,2% 0,4% 0,4%
RATO 3 0,4% 0,4% 0,2% 0,2% 0,7% 0,1% 0,6% 0,6% 0,9% 0,1%
RATO 4 0,5% 0,5% 0,9% 0,7% 0,1% 0,5% 0,1% 0,4% 0,4% 0,8%
RATO 5 0,7% 0,4% 0,4% 0,4% 0,2% 0,7% 0,1% 0,7% 0,4% 0,7%
RATO 6 0,6% 0,1% 0,6% 0,6% 0,4% 0,4% 0,5% 0,1% 0,6% 0,3%
Área perivascular grupo S
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ACHADOS DA MICROSCOPIA ÓPTICA DO MÚSCULO SÓLEO SUBMETIDO À 
6Hs DE IQUEMIA E REPERFUNDIDO COM 4HS E 24Hs DE REPERFUSÃO 
 
RESULTADOS 
 
 
 
AUSENTE – GRAU ZERO 
LEVE – GRAU 1 
MODERADO – GRAU 2 
ACENTUADO – GRAU 3 
 
INFILTRADO NEUTROFÍLICO 
 
 1A 2A 3A 1B 2B 3B 
R1 1,2 1,5 1 2,1 2 1,5 
R2 1,8 2 1 2 1,9 1,6 
R3 2,1 1,7 0,8 2,1 2,1 1 
R4 2,2 2,1 1 2,1 2,6 1,5 
R5 1,7 1,8 0,8 1,9 2,1 1 
R6 1,7 2 1 2,2 2,1 1,3 
R7 1,7 1,2 0,8 2,1 2 1,6 
R8 2 1,7 1 2 2 1 
R9 2 2,1 0,8 1,9 2,1 1,5 
R10 2 2 1 2,1 2 1 
Média 1,84 1,81 0,92 2,05 2,09 1,3 
Desvio-padrão 0,29 0,29 0,10 0,10 0,19 0,27 
 
ESTUDO INTERGRUPOS E EXTRAGRUPOS 
 
GRUPOS H p Resultado 
1A  X 2A X 3A 19,8388 0,0000 Diferentes 
1A  X 2A 0,0374 0,8466 Iguais 
1A  X 3A 14,8786 0,0001 Diferentes 
2A X 3A 14,8554 0,0001 Diferentes 
1B  X 2B X 3B 20,1369 0,0000 Diferentes 
1B  X 2B 0,0065 0,9358 Iguais 
1B  X 3B 14,6945 0,0001 Diferentes 
2B X 3B 14,6718 0,0001 Diferentes 
1A X 1B 3,7431 0,0530 Iguais 
1A X 2B 3,8000 0,0513 Iguais 
1A X 3B 11,2575 0,0008 Diferentes 
2A X 1B 4,7591 0,0291 Diferentes 
2A X 2B 4,4753 0,0344 Diferentes 
2A X 3B 9,5671 0,0020 Diferentes 
3A X 1B 15,0435 0,0001 Diferentes 
3A X 2B 15,0198 0,0001 Diferentes 
3A X 3B 9,5430 0,0020 Diferentes 
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DISSOCIAÇÃO DE FIBRAS MUSCULARES 
 
 
 1A 2A 3A 1B 2B 3B 
R1 1,8 1,7 0,8 2,3 2,3 1,5 
R2 1,8 1,7 0,9 2,3 2 1,2 
R3 1,8 1,7 0,5 2 2 0,7 
R4 1,7 1,8 0,9 2,2 2,3 1,1 
R5 1,7 1,8 0,7 2 2,3 0,9 
R6 1,7 1,7 0,8 2,3 2 1,1 
R7 1,7 1,8 0,5 2 2,3 1,2 
R8 1,7 1,7 0,9 2,3 2,3 0,9 
R9 1,7 1,8 0,7 2 2,2 1,1 
R10 1,7 1,7 0,9 2,2 2,3 0,8 
Média 1,73 1,74 0,76 2,16 2,20 1,05 
Desvio-padrão 0,05 0,05 0,16 0,14 0,14 0,23 
 
 
 
 
ESTUDO INTERGRUPOS E EXTRAGRUPOS 
 
GRUPOS H p Resultado 
1A  X 2A X 3A 21,4894 0,0000 Diferentes 
1A  X 2A 0,2088 0,6477 Iguais 
1A  X 3A 15,1154 0,0001 Diferentes 
2A X 3A 14,9371 0,0001 Diferentes 
1B  X 2B X 3B 20,6237 0,0000 Diferentes 
1B  X 2B 0,5571 0,4554 Iguais 
1B  X 3B 14,5817 0,0001 Diferentes 
2B X 3B 14,7860 0,0001 Diferentes 
1A X 1B 15,2122 0,0001 Diferentes 
1A X 2B 15,4346 0,0001 Diferentes 
1A X 3B 15,0316 0,0001 Diferentes 
2A X 1B 15,0316 0,0001 Diferentes 
2A X 2B 15,2488 0,0001 Diferentes 
2A X 3B 14,8554 0,0001 Diferentes 
3A X 1B 14,6605 0,0001 Diferentes 
3A X 2B 14,8670 0,0001 Diferentes 
3A X 3B 0,0001 Diferentes 6,8584 
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EXPRESSÃO DA CASPASE-3 NA ÁREA PERINUCLEAR 
 
 Sham 1A 2A 3A 1B 2B 3B 
R1 0,07 1,13 0,18 0,28 0,99 0,63 0,19 
R2 0,03 1,38 0,65 0,51 0,83 0,34 0,30 
R3 0,07 1,05 0,37 0,36 0,49 0,35 0,24 
R4 0,1 1,32 0,35 0,19 0,38 0,26 0,38 
R5 0,13 1,33 0,33 0,21 0,73 0,65 0,15 
R6 0,12 1,19 0,38 0,21 0,91 0,39 0,38 
R7  0,90 0,42 0,27 1,10 0,24 0,50 
R8  1,13 0,40 0,06 1,53 0,72 0,51 
R9  0,23 0,44 0,40 1,12 0,84 0,65 
R10  1,05 0,40 0,22 0,97 0,27 0,43 
Média 0,09 1,07 0,39 0,27 0,91 0,47 0,37 
Desvio-padrão 0,0372 0,3305 0,1159 0,1260 0,3284 0,2191 0,1568 
Coeficiente de 
variação 
42,97% 30,86% 29,57% 46,50% 36,28% 46,72% 42,03% 
 
ESTUDO INTERGRUPOS E EXTRAGRUPOS - ÁREA PERINUCLEAR 
 
GRUPOS H p Resultado 
1A X 2A X 3A 16,3635 0,0003 Diferentes 
1A X  2A  9,6274 0,0019 Diferentes 
1A X 3A 11,5976 0,0007 Diferentes 
2A X 3A 3,8774 0,0489 Diferentes 
1B X 2B X 3B 13,1194 0,0014 Diferentes 
1B X 2B 8,6914 0,0032 Diferentes 
1B X 3B 10,1104 0,0015 Diferentes 
2B X 3B 0,6930 0,4051 Iguais 
1A X 1B 2,7699 0,0961 Iguais 
1A X 2B 9,1566 0,0025 Diferentes 
1A X 3B  10,1028 0,0015 Diferentes 
2A X 1B 10,8291 0,0010 Diferentes 
2A X 2B 0,0057 0,9397 Iguais 
2A X 3B 0,0359 0,8498 Iguais 
3A X 1B 12,6324 0,0004 Diferentes 
3A X 2B 4,3279 0,0375 Diferentes 
3A X 3B 1,8570 0,1730 Iguais 
Sham X 1A 10,6352 0,0011 Diferentes 
Sham X 2A 10,6195 0,0011 Diferentes 
Sham X 3A 7,3746 0,0066 Diferentes 
Sham X 1B 10,6038 0,0011 Diferentes 
Sham X 2B 10,6038 0,0011 Diferentes 
Sham X 3B 10,6195 0,0011 Diferentes 
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EXPRESSÃO DA CASPASE-3 NA AREA PERIVASULAR 
 
 Sham 1A 2A 3A 1B 2B 3B 
R1 1,02 3,57 1,44 0,76 3,63 2,93 0,75 
R2 0,84 3,61 2,69 0,56 3,63 1,84 1,04 
R3 0,82 3,13 2,06 0,72 4,31 2,96 1,03 
R4 0,96 2,70 2,52 0,58 4,03 2,57 1,02 
R5 0,92 3,31 2,04 0,68 4,11 1,86 1,44 
R6 0,80 2,28 2,07 0,91 3,53 1,87 1,23 
R7  3,10 1,95 0,55 4,75 1,75 1,26 
R8  2,71 1,44 0,49 5,17 2,02 1,53 
R9  2,14 1,85 0,57 5,176 1,88 0,96 
R10  2,49 2,25 0,89 3,06 2,45 0,77 
Média 0,89 2,90 2,03 0,67 4,30 2,21 1,10 
Desvio-padrão 0,079 0,52 0,40 0,15 0,79 0,47 0,26 
Coeficiente de 
variação 
8,88% 17,86% 19,84% 21,86% 18,50% 21,30% 23,58% 
 
ESTUDO INTERGRUPOS E EXTRAGRUPOS -  ÁREA PERIVASCULAR 
 
GRUPOS H p Resultado 
1A X 2A X 3A 24,1318 0,0000 Diferentes 
1A X  2A  10,5737 0,0011 Diferentes 
1A X 3A 14,2857 0,0002 Diferentes 
2A X 3A 14,2965 0,0002 Diferentes 
1B X 2B X 3B 25,8122 0,0000 Diferentes 
1B X 2B 14,2965 0,0002 Diferentes 
1B X 3B 14,2965 0,0002 Diferentes 
2B X 3B 14,2857 0,0002 Diferentes 
1A X 1B 11,5801 0,0007 Diferentes 
1A X 2B 7,0000 0,0082 Diferentes 
1A X 3B  14,2857 0,0002 Diferentes 
2A X 1B 14,3072 0,0002 Diferentes 
2A X 2B 0,0915 0,7623 Iguais 
2A X 3B 12,6609 0,0004 Diferentes 
3A X 1B 14,2965 0,0002 Diferentes 
3A X 2B 14,2857 0,0002 Diferentes 
3A X 3B 11,5714 0,0007 Diferentes 
Sham X 1A 10,5882 0,0011 Diferentes 
Sham X 2A 10,6038 0,0011 Diferentes 
Sham X 3A 6,7765 0,0092 Diferentes 
Sham X 1B 10,6038 0,0011 Diferentes 
Sham X 2B 10,5882 0,0011 Diferentes 
Sham X 3B 3,0207 0,0822 Iguais 
 
 
  
